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resumo 
 
 
A actividade humana provoca impactos no meio ambiente que devem ser
avaliados para que se possam ser tomadas as medidas devidas. Espécies
bioindicadoras são utilizadas para este fim, sendo da maior importância a
escolha de espécies adequadas para que se possa avaliar o grau de
contaminação de um determinado local. Não havendo uma espécie perfeita
para conseguir avaliar o impacto gerado em todo o ecossistema, há a
necessidade de testar a aplicação de novas espécies, diferentes das espécies
modelo utilizadas.  
Neste trabalho objectivou-se o estudo da aplicação de técnicas
histopatológicas para analisar impactos em duas espécies de anémonas-do-
mar, a Actinia equina e a Anemonia sulcata, que se apresentam como duas
candidatas a espécies bioindicadoras devido algumas das suas características,
nomeadamente a sua abundância, facilidade de amostragem, simplicidade do
plano corporal, facilidade de manutenção em laboratório, assim como o
posicionamento estratégico na árvore filogenética em relação aos dois
principais grupos de animais. 
Desta forma a anatomia normal de ambas as espécies foi descrita, tanto a
nível macroscópico como a nível microscópico, dando particular atenção aos
tipos de células existentes por cada área do plano corporal, assim como as
células reprodutivas. As estruturas características deste grupo de animais, os
cnidae foram deixadas de parte, por já terem sido amplamente estudados para
ambas as espécies e pela sua baixa aplicabilidade em ecotoxicologia.
Seguidamente expôs-se indivíduos de Actinia equina a concentrações
nominais de 2 compostos individualmente, o Zinco e o β-estradiol, por um
período de 96h, e indivíduos de Anemonia sulcata a concentrações nominais
de β-estradiol. A análise histopatológica efectuada foi de carácter
essencialmente qualitativo e teve por base lâminas obtidas de todos os
indivíduos dos testes que foram coradas com hematoxilina e eosina, assim
como com colorações especiais como o ácido periódico e reagente de Schiff e
o Tricromo de Massom. Desta análise foi possível identificar efeitos a nível
histológico nos vários indivíduos. Efeitos estes, que diferiram para o tóxico
utilizado, mas não para a espécies, mostrando alguma uniformidade de
resposta em ambas as espécies. No caso do zinco, as respostas histológicas
foram observadas nas camadas celulares exteriores do animal, sendo
caracterizadas pela disrupção da membrana celular, picnoses, e alterações na
coloração das células. Já no caso do β-estradiol, os efeitos foram localizados
nas gónadas, quer femininas quer masculinas, com excepção da mesogleia de
A. sulcata. Este efeitos caracterizara-se pela diminuição no número de
espermatídeos nos cistos espermários de  A. equina, e por uma dissolução
precoce da vesícula germinal dos oócitos. 
Conclui-se do presente trabalho que a aplicação da histopatológica é viável em
estudos ecotoxicológicos com ambas espécies, e que a resposta das
anémonas é específica para o tóxico utilizado. 
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abstract 
 
 
The Human activity impacts the environment and these impacts should be
assessed in order for the right measures being taken, Bioindicator species are
used for this purpose, being important that the right species are chosen, so the
contamination level of can be evaluated properly. There is no perfect
bioindicator species that can be used to evaluate the impact on the whole
ecosystem, so there is the need to test new species, other than the model
species commonly used. 
The main goal for the present study is the applications of histopathology
techniques to evaluate impacts in two different sea-anemones species, Actinia
equina and Anemonia sulcata, that are good candidates to being used as
bioindicator species, due to some of its characteristics, naming its abundance,
being easy to sample, simplicity of its body plan, easy to maintain in the lab,
and the strategic positioning on the filogenetic tree, in relation to the two main
animal groups. 
With this in mind first the normal anatomy, both macro and microscopic, of both
species was described, focusing on the cell types, and its distribution on the
several body parts, and also the germ cells. The characteristic cell products
from this animal phylum weren’t focused, due to its low applicability in
ecotoxicology, and being already properly described for this two species. 
Afterwards individuals from Actinia equina were exposed to nominal to β-
estradiol concentration of 2 compounds, zinc and β‐estradiol, for 96h, and
Anemonia sulcata individuals were exposed during the same amount of time to
β-estradiol. The histopathologic analysis conducted was based on slides
obtained for each individual from the ecotoxicologic assays that have been
stained with heamatoxylin and eosin, and also Periodic Acid Schiff and
Masson’s trichrome. From this analysis it was possible to identify effects ate a
histological level. These effects were different depending on the toxicant used,
but coherent on both species. For zinc, the histological response was only
observed on the outer surface of the animals, being characterized by cell
membrane disruption, piknosis, and cell staining abnormalities. From β-
estradiol, the effects were local, and found in the germ cells, from both sexes,
and also on the somatic cells of the mesoglea. The effects were the diminishing
numbers of spermatids on the sperm cyst of A. equina, and by a precocious
dissolution of the germinal vesicle. 
From the present study one can conclude that the application of histopathology
is viable in ecotoxicological assays with both anemone species, and the
response to the toxicants is specific for different toxicant families. 
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Introdução  
 
Desde a revolução industrial que novas substâncias vêm a ser 
disponibilizados ao meio ambiente, provocando vários tipos de mudanças no 
ambiente e seres vivos. No entanto, só a partir da 2ª guerra mundial, e após duas 
epidemias de envenenamento com metais que ocorreram no Japão, ocorreu uma 
mudança no paradigma vigente, que considerava que a diluição seria a resposta 
para todos os problemas de poluição. Este incidente instalou o paradigma do 
boomerang, no entanto os estudos focalizam-se nos efeitos para espécie humana. 
Nos anos sessenta, os impactos no ambiente aumentaram com a revolução verde. 
Foi apenas com a edição do livro “Primavera silenciosa”(CARSON et al., 1962) 
que se chamou a atenção para o problema das substâncias tóxicas no meio 
ambiente, para além do seu impacto ao nível da saúde humana. A partir deste 
ponto os impactos tornaram-se alvo de atenção e o conceito de ecotoxicologia 
começou a tomar uma forma mais próxima da de hoje (NEWMAN, 1998). 
Com um aumento na disponibilidade de substâncias antropogénicas  em 
vários níveis do meio ambiente há a necessidade de distinguir entre a 
contaminação, que é medida através de análises físico-químicas, e a poluição 
propriamente dita, e que é medida pela resposta de uma unidade biológica a essa 
mesma contaminação. É também esta diferença, entre o que é mensurável a nível 
físico-químico e a resposta biológica correspondente que permite distinguir entre 
distúrbio e um impacto de um ecossistema (GOODSELL et al., 2009). O impacto 
gerado deve ser monitorizado para que seja compreendido e possam ser tomadas 
medidas de forma a minimizá-lo.  Desta forma, considera-se que uma acção de 
monitorização só será completa quando as populações locais são tidas em conta.  
Um bioindicador, do ponto de vista da ecotoxicologia, pode ser uma 
espécie, ou género, ou outro grupo taxonómico, quando: 
a) consistentemente esse grupo está ausente de locais impactados; 
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b) está presente sempre que existe um determinado tipo de impacto; 
c) acumula nos tecidos substâncias de uma forma que reflicta a 
concentração ambiental dessa mesma substância; 
d) apresenta um determinado tipo de resposta mensurável, quer 
comportamental ou fisiológica, que permita inferir sobre o impacto 
do seu habitat. 
A escolha de espécies bioindicadoras obedece a vários parâmetros. Jones  
(JONES et al., 1996) refere que a utilização de organismos bênticos apresenta 
vantagens como indicadores de poluição, nomeadamente da poluição orgânica, 
visto que têm presença constante nos ecossistemas marinhos, têm vidas longas e 
hábitos sedentários, sendo que a sua baixa mobilidade, quer geográfica quer na 
coluna de água, faz com que apenas reflictam os efeitos de substâncias 
antropogénicas  nas concentrações dos locais em que se encontram. A estas 
características, Goodsell (2009) acrescenta, a tolerância a baixos níveis de oxigénio, 
o elevado potencial biótico, dimensões pequenas e a facilidade de amostragem. 
Sendo que vários organismos bênticos apresentam estas características e variados 
graus de tolerância ao stress há que escolher os que melhor descrevem as 
concentrações ambientais que se pretende estudar (HUGHES et al., 2005). 
Para um parâmetro, ou biomarcador, poder ser utilizado com sucesso para 
determinada espécie ou taxa é necessário: 
 estabelecer uma correlação forte entre o nível de stressor e a resposta 
do bioindicador, 
 demonstrar que existe uma relação causa-efeito entre o stress e  
resposta mensurável do indicador,  
 demonstrar que esta resposta é directa e previsível para níveis 
semelhantes de stress.  
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Normalmente, só é possível demonstrar este facto através de ensaios 
laboratoriais controlados, com vários tipos de desenhos experimentais e tempos 
de exposição, podendo esta exposição ao tóxico ou agente causador de stress ser 
aguda ou crónica, letal e sub-letal. Quanto às respostas estudadas há uma enorme 
potencialidade de marcadores de stress desde a letalidade, a inibição de 
alimentação, alterações ao nível celular, fisiológico e metabólico, ou mesmo na 
reprodução. 
Quande se atinge um bom conhecimento a nível laboratorial é possível 
uma extrapolação dos resultados laboratoriais para o campo, isto implica que um 
determinado esforço laboratorial seja atingido, quer em número de réplicas quer 
em número de variáveis ambientais usadas nos testes, apesar das directivas 
internacionais serem um pouco restritas quanto a essas mesmas variáveis. As 
condições laboratoriais e de campo nunca são iguais, fazendo que quer num local 
como noutro as respostas sejam o resultado de uma mistura de várias variáveis, 
quer ambientais, quer químicas (GOODSELL et al., 2009). Desta forma não se 
recomenda a utilização de apenas um grupo taxonómico na monitorização. Tendo 
este princípio em conta, no presente estudo escolheu-se trabalhar com um grupo 
taxonómico relativamente negligenciado (MACKIE, 2002), os Cnidários. Desta 
forma, o presente estudo contribui para que os antozoários de climas temperados 
possam também ser utilizados em monitorização, ampliando o leque de espécies 
de possível utilização nestes estudos. 
Nos estudos com stressores químicos ou ambientais, há várias abordagens 
possíveis dependendo da concentração e a exposição dos organismos aos 
mesmos. Em exposições sub-letais torna-se difícil verificar macroscopicamente 
quais os efeitos que ocorreram. Nestes casos uma das abordagens utilizadas, em 
ecotoxicologia, é a histopatológica, que é também utilizada com sucesso quer em 
vertebrados e invertebrados. Estudos que englobem a histologia como ferramenta 
de análise apresentam a vantagem de permitir discernir quais são os órgãos e 
tecidos alvos de um determinado tóxico e também inferir sobre a saúde do 
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organismo assim como resposta da população, em que os organismos estejam 
inseridos, a um stress particular. Para além deste facto, na definição de endpoints 
há que ter cuidado na escolha do nível onde se procuram os efeitos. Deve-se 
encontrar um equilíbrio para que a abordagem utilizada não seja nem 
excessivamente reducionista, nem demasiado holística. Deve ter-se sempre em 
mente qual a hipótese que se deseja testar, uma vez que os endpoints demasiado 
reducionistas não conseguem responder de forma conclusiva a efeitos a um nível 
superior, como por exemplo ao nível da população. Por outro lado “endpoints” 
num nível demasiado elevado não podem responder a efeitos mais subtis, os 
quais ocorrem, por exemplo, a nível metabólico ou fisiológico. Ainda que exista 
uma interdependência entre todos os níveis, dado que alterações bioquímicas 
provocam efeitos a nível da população, não é possível concluir quais estes efeitos 
serão, sem que seja analisado o nível ecológico ou biológico correcto. Esta escolha 
do nível analisado é de extrema importância para as conclusões que se podem 
retirar de um determinado estudo. Tendo em conta que normalmente há 
restrições económicas para que todos os níveis sejam avaliados é importante 
escolher análises que nos a maior quantidade de dados.  
A escolha de biomarcadores histopatológicos ou morfológicos ao nível de 
tecidos apresenta vantagens e desvantagens. Estes apoiam-se principalmente no 
facto de os dados gerados pela análise histológica em alguns estudos 
ecotoxicológicos serem predominantemente qualitativos, tornando desta forma 
difícil a aplicação de estatística e consequentemente de modelos matemáticos que 
possam descrever e prever os efeitos. Isto é facilmente contornado, através da 
escolha de marcadores histológicos quantitativos. Por outro lado, uma boa análise 
histopatológica necessita o conhecimento da histologia normal da espécie 
indicadora, incluindo os desvios normais, decorrentes da biologia (YEVICH et al., 
1994), tal como o estado reprodutivo do indivíduo (PASTORINHO et al., 2003), a 
estação do ano, o estado nutricional, para além de outros factores transitórios. No 
entanto tendo em conta que as espécies de antozoários são descritas em função da 
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análise histológica de vários indivíduos (AMARAL et al., 2008, BENAYAHU et 
al., 2010, BO et al., 2009, CANTERO et al., 2009, DALY et al., 2008, DI CAMILLO 
et al., 2009, HAUSSERMANN et al., 2008, RODRIGUEZ et al., 2008, SIEBERT et 
al., 2009, ZELNIO et al., 2009), muitas das vezes com colheitas ao longo do ano. 
Este  facto faz com que esta classe se apresente em maior vantagem do que outras 
na aplicação da histopatologia.   
A histopatologia tem a grande vantagem de estar num nível intermédio 
entre o nível metabólico e o fisiológico e o do indivíduo, e como as alterações 
dependem directamente de alterações a estes dois níveis, o estudo histológico 
permite inferir alterações e efeitos nestes dois níveis (NEWMAN, 1998). 
A histopatologia está bem documentada para a maioria dos vertebrados, 
nomeadamente nas espécies de interesse económico, no entanto nas várias classes 
de invertebrados isto não acontece, e apesar dos trabalhos efectuados pela equipa 
de histopatologia da Agência de protecção ambiental norte-americana, na década 
de 1980, este esforço não aconteceu a nível global, sendo que menos de 1% dos 
trabalhos efectuados no âmbito do programa Mussel Watch, dessa mesma 
década, utilizou a histopatologia (YEVICH et al., 1994). 
No caso dos Cnidários, há ainda algumas falhas no conhecimento. Contudo 
a histopatologia tem sido amplamente utilizada nos organismos pertencentes às 
comunidades dos recifes de corais, dado fornecer pistas relativas ao 
branqueamento (a expulsão das zooxantelas pelos antozoários sujeitos a stress), 
para além de permitir identificar quais as causa das doenças, e os efeitos das 
alterações ambientais (ex.: o stress causado por aumento de temperatura ou por 
excesso de sedimentos) (PETERS et al., 1985, VARGAS-ANGEL et al., 2007). Esta 
análise é utilizada também no diagnóstico, sendo que Peters (1984) descreve 12 
patologias cuja identificação só é possível graças a observações microscópicas. E 
mais recentemente Williams et al. (2010) mostram a importância do uso da 
histopatologia neste grupo, através da descrição de lesões macroscópicas 
semelhantes, em colónias de corais, que ao nível histológico se mostraram 
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distintas. Outros estudos com histopatologia em corais são Brown (1985), que 
verifica os efeitos de stress em recifes de coral, Bythell et al. (2002), que utiliza 
metodologias histopatológicas para investigar organismos patogénicos associados 
a doenças nos corais, Cheng (1974), que investiga as alterações químicas, 
histoquímicas, e histológicas provocadas por um tremátode parasita em colónias 
do género Porites, Galloway et al. (2007) que investiga a utilização da 
histopatologia para um diagnóstico diferencial do estado de doença e saúde em 
vários géneros de corais. Glynn (1990, 1985a, 1985b) investiga o impacto de 
eventos de El-Niño assim como a microestrutura dos tecidos. Já Hayes & Bush 
(1990) usa a histologia para investigar sinais de recuperação de colónias de 
Montrastaea. Estes estudos focalizaram-se principalmente em alterações 
decorrentes de agentes patogénicos, e alguns stressores naturais. Noutros 
organismos também foi estudado o efeito de outros stressores com origem 
antropogénica, nomeadamente o efeito de sedimentos contaminados no 
ceriantídeo americano (PETERS et al., 1989a), efeito de acumulação e 
histopatologia de um coral exposto a petróleo (Peters, et al. 1982), stress hipo-
salino (DOWNS et al., 2009), efeitos de radiação U. V. (WESTHOLT et al., 1999), 
derrame de petróleo (SCARLETT et al., 2005) e más práticas piscícolas (CERVINO 
et al., 2003), cruzando por vezes, a análise proporcionada pela histopatologia com 
outros dados. Em 2007 Haapkyla faz uma revisão sobre os efeitos da poluição por 
petróleo nos recifes de corais, citando alguns efeitos histopatológicos. 
Sendo que os corais hermatípicos são bastante semelhantes às anémonas-
do-mar tanto a nível histológico como a nível do plano corporal, com excepção 
das alterações que permitem a vida colonial e a secreção do carbonato de cálcio, 
pode-se considerar que há um volume suficiente de ciência normal para a 
aplicação da abordagem histopatológica a este grupo de organismos. Para além 
do mais, a semelhança entre estas duas famílias de antozoários permite o 
cruzamento de dados entre os ecossistemas marinhos temperados e os tropicais. 
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A escolha de antozoários para o presente estudo deve-se, entre outras 
razões, para além das características inerentes ao seu plano corporal, à 
importância ecológica e à possibilidade de cruzamento de dados entre regiões 
temperadas e tropicais. De facto a monitorização dos recifes de corais, é 
suficientemente sensível para distinguir efeitos provocados por tóxicos dos 
causados por agentes patogénicos. 
A classe Anthozoa, ao contrário das outras 3 classes de Cnidários 
(Hydrozoa, Sciphozoa e Cubozoa), é composta por organismos que apresentam 
apenas a forma bêntica de pólipos e que habitam exclusivamente em ambientes 
marinhos. São consumidores secundários, podendo ou não estabelecer 
associações mutualistas com outros animais, tais como os peixes-palhaço 
(Aphiprion spp. e Premnas spp.), caranguejos eremitas (Dardanus sp.) ou 
decápodes, ou relações de simbiose com dinoflagelados unicelulares, as 
zooxanthellae. Sendo esta última mais comum nos corais hermatípicos e também 
em alguns géneros de anémonas. 
 As anémonas-do-mar são Cnidários pertencentes à classe Anthozoa. São 
exclusivamente marinhas. No entanto, podem ocorrer em salinidades mais baixas, 
perto de estuários (WILLIAMS, 1975). Pertencendo a um filo pouco evoluído, são 
animais dipoblásticos, em que a organização não passa do nível tecidular 
(FAUTIN et al., 1991, HYMAN, 1940, MUSCATINE et al., 1974), não tendo órgãos 
verdadeiros, salvo raras excepções (MACKIE, 1999). Desta forma, e também 
devido às dimensões dos indivíduos, a observação de grande parte da sua 
anatomia interna depende da utilização de técnicas histológicas.  
A simplicidade anatómica torna o estudo taxonómico dificultado, pois a 
classificação e validação de novas espécies de Cnidários é dependente quer de 
observações histológicas (ACUNA, 2003, RODRIGUEZ et al., 2009) quer do 
estudo dos nematocistos (RYLAND et al., 2004, WILLIAMS, 1998, 2000, 1996). No 
entanto, dados moleculares estão cada vez mais a ser utilizados e permitirem a 
elevação a espécie de muitas formas e variedades que se pensavam serem 
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conspecíficas (CARTER et al., 1981, MONTEIRO et al., 1997, PERRIN et al., 1999, 
SOLECAVA et al., 1987, 1992). Contudo, no que diz respeito a taxonomia da 
classe , a principal abordagem é histológica. 
A simplicidade anatómico-estrutural do plano corporal dos antozoários 
torna-se uma grande vantagem do ponto de vista da ecotoxicologia, 
nomeadamente no controlo da qualidade da água, uma vez que esta simplicidade 
anatómica dos pólipos dos Cnidários (que podem ser considerados de uma forma 
simplista como uma folha de tecido arranjada de forma tridimensional) (FAUTIN 
et al., 1991), faz com que todas as células destes organismos possam estar, pelo 
menos em teoria, em contacto com as substâncias dissolvidas na água 
(INGERSOLL et al., 1999). Este facto facilita os processos fisiológicos, já que os 
tecidos das anémonas são também permeáveis a vários minerais e aminoácidos 
simples (BENAZETTAMBUTTE et al., 1996b, SCHLICHTER, 1978), e aumenta 
também a exposição das células a substâncias nocivas que estejam em solução no 
seu ambiente, apesar da baixa permeabilidade à água dos epitélios das anémonas 
(BENAZETTAMBUTTE et al., 1997). Simultaneamente a posição dos Cnidários na 
árvore filogenética animal faz com que sejam de grande interesse, pois partilham 
tantogenes com os protostómios, como com os deuterostómios, havendo inclusive 
uma conservação de 10% de genes, que apresentam em comum com os humanos, 
e outros grupos vertebrados.. Tendo em conta todos os factos acima descritos, as 
anémonas são organismos de grande interesse do ponto de vista da sua utilização 
em estudos de avaliação de efeitos de stressores, quer químicos quer ambientais.  
Neste estudo escolheram-se duas espécies comuns de anémonas da zona 
intertidal de climas temperados a Actinia equina e a Anemonia sulcata. O facto de 
serem facilmente encontradas na zona intertidal facilita o esforço de amostragem. 
Estes organismos são capazes de suportar grandes variações tanto em termos de 
salinidade (STEPHENSON, 1935) e temperatura e também em dessecação. Os 
mecanismos fisiológicos que permitem a sua sobrevivência neste tipo de ambiente 
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podem torná-los mais resistentes ou susceptíveis aos stressores naturais ou 
antrpogénicos.  
A Actinia equina pertence ao género tipo da família Actiniaria e é a 
anémona mais abundante das comunidades intertidais de substrato rochoso em 
toda a costa europeia. A. equina tem uma ampla distribuição geográfica, desde o 
mar do Norte ao Mediterrâneo e Egeu (CHINTIROGLOU et al., 1997, CHOMSKY 
et al., 2009 aparecendo também no hemisfério sul na costa Sul-Africana (KRUGER 
et al., 1998), apresentando, por esta razão, um enorme potencial de utilização 
como espécie indicadora em programas de monitorização. Contudo os dados 
moleculares sugerem que A. equina seja um complexo de várias espécies crípticas 
tanto alopátricas como simpátricas (MONTEIRO et al., 1997, SOLECAVA et al., 
1992), em termos histológicos apenas pequenas diferenças na proporção de 
nematocistos vêm confirmar as diferenças genéticas entre as várias variedades de 
cores e formas desta espécie (WATTS et al., 2000b) não havendo, no entanto, 
acordo se se devem tratar as várias variedades e fenótipos como espécies 
diferentes. A sua histologia já foi estudada embora com outros objectivos,  
incluindo a reprodução (YANAGI et al., 1999), forma de nutrição (VAN-PRAET, 
1975), assim como o estudo dos cnidae para entender o status taxonómico das 
várias cores. (ALLCOCK et al., 1998, WATTS et al., 2000). Esta espécie de 
anémonas já foi utilizada em ensaios ecotoxicológicos avaliando o impacto da 
radiação U.V. (WESTHOLT et al., 1999), do petróleo (ORMOND et al., 1982) e a 
bioacumulação de zinco e cádmio (HARLAND et al., 1990). 
A outra espécie utilizada no presente estudo é a Anemonia sulcata, também 
pertencente à família Actiniaria, e à semelhança dos corais hermatípicos mantém 
uma relação simbiótica com as já mencionadas zooxanthellae. Apesar de esta 
simbiose lhe permitir sobreviver sem ingerir alimentos, uma das características 
destas anémonas é o facto de os seus tentáculos procurarem activamente 
alimento, tanto quanto o facto de ser séssil lho permite (BELL et al., 2006). Desta 
forma, é uma competidora superior em termos nutricionais, e simultaneamente 
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mais susceptível a alterações do habitat, dado que a relação de simbiose é bastante 
frágil, podendo ser facilmente quebrada levando ao branqueamento da anémona, 
ou seja a perda de todos ou de grande parte dos seus dinoflagelados simbiontes. 
Que contudo poderá subsistir, se tiver alimento suficiente o que não ocorre 
normalmente em estado selvagem. Do ponto de vista da monitorização o evento 
do branqueamento apresenta algumas vantagens dado que é quantificável, assim 
como eventos que antecedem a ocorrência do mesmo, como o caso do aumento no 
índice mitótico das zooxantelas. A utilização de ambas as espécies como modelos 
em ensaios toxicológicos permite entender até que ponto é que esta associação 
pode ou não ser uma vantagem caso os stressores disponíveis no meio ambiente 
continuem a aumentar. 
O zinco é um metal essencial, co-factor de inúmeras enzimas (CHANG et 
al., 1996) é essencial à espermatogénese, o seu padrão de bioacumulação nos 
invertebrados é altamente variável e dependente da capacidade de excreção das 
várias espécies (DEPLEDGE et al., 1990). Nos organismos superiores os efeitos da 
sua deficiência são normalmente bastante superiores à sua toxicidade, mas em 
organismos aquáticos isto não é o caso (BURTON et al., 1972, CHANG et al., 
1996). A sua principal fonte de contaminação ambiental é industrial, 
nomeadamente as indústrias de galvanização de outros metais (WIDDOWS, 
1998). A sua disponibilidade e toxicidade são potenciadas por factores como o pH 
e a particulação e ressuspensão de sedimentos. As concentrações ambientais deste 
metal são inferiores a 100μg/L em estuários de referência a superiores a 500 μg/L 
em estuários contaminados. Normalmente ocorre conjuntamente com outros 
metais, podendo, no entanto, diminuir a toxicidade de outros metais em vários 
organismos, tais como o mercúrio, níquel e cádmio (AFONNE et al., 2002, JIHEN 
et al., 2008, SIDHU et al., 2006), por estimulação da produção de metalotioninas 
(DORIAN et al., 1995). Vários invertebrados marinhos são usados como 
bioindicadores de bioacumulação deste metal, nomeadamente moluscos, como  
Cassostrea spp. (AMIARDTRIQUET et al., 1991) e também alguns crustáceos 
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(RAINBOW et al., 1999) . O padrão de bioacumulação de zinco é conhecido para 
algumas anémonas (HARLAND et al., 1990), no entanto outros efeitos da 
exposição a este metal, neste grupo de animais, ainda não estão estudados. O ião 
livre Zn2+ pode ser profundamente tóxico para as células animais (NEWMAN et 
al., 2002). Em peixes sabe-se provocar morte por hipoxia (LEUNG et al., 2002), e 
os sinais de toxicose incluem falência osmoregulatória, acidose e baixa pressão de 
oxigénio no sangue, disrupção das trocas gasosas nas brânquias e tecidos internos 
(TRIEBSKORN et al., 2008), alterações químicas nas células mucosas 
(GHEORGHIU et al., 2009) e alterações histológicas a nível renal (GUPTA et al., 
2006). 
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Objectivos gerais 
Tendo os pressupostos acima referidos em conta, este trabalho visa os 
seguintes objectivos: 
-  Propor metodologias que podem ser usadas como uma plataforma comum 
em estudos de monitorização ambiental 
- Testar ferramentas analíticas simples, eficientes e de fácil gestão para o seu 
reconhecimento como ferramentas valiosas em futuros programas de 
monitorização da poluição. 
- Executar estudos pilotos de anémonas-do-mar 
- Descrever as alterações histopatológicas em utilizações experimentais 
destas duas espécies como modelos em ensaios ecotoxicológicos 
- Promover o intercâmbio de conhecimentos científicos e técnicos no campo 
de monitorização de poluição ambiental 
- Reunir informação de marcadores histopatológicos com aplicação em 
antozoários. 
- Analisar e caracterizar a histologia e anatomia de populações naturais de 
Actinia equina e Anemonia sulcata, provenientes de locais de referência 
No contexto dos objectivos aqui mencionados as hipóteses gerais a serem 
testadas são: 
Existe uniformidade na histologia das populações naturais de Actinia 
equina e de Anemonia sulcata?  
A utilização de  A. equina e A. sulcata como  espécies bioindicadora é 
viável? 
Alguma das espécies é mais sensível a stressores, tendo em conta respostas 
celulares de avaliação possível com a análise histopatológica? 
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Existem biomarcadores histopatológicos nestas anémonas, específicos para 
classes diferentes de stressores? 
Há uniformidade na resposta histológica de ambas as espécies a um 
mesmo stressor? 
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Área de estudo 
Escolheram-se 3 locais na costa norte portuguesa, Praia da Aguda, Praia 
Grande, Vila Praia-de-Âncora (Fig. 1), de onde as anémonas foram colhidas em 3 
diferentes ocasiões de Janeiro a Maio de 2010.  
 O pontos de Vila Praia de Âncora e Praia da Aguda estão localizados perto 
de pequenas vilas piscatórias, do mesmo nome, com fontes de contaminação 
reduzida. Vários estudos realizados nesta costa indicaram que estes locais são 
relativamente imperturbados por pressões antrópicas (Moreira et al., 2004; 
Guilhermino e Moreira, 2005). Pelo contrário, Viana do Castelo está localizado nas 
proximidades de importantes instalações industriais (uma refinaria e um porto de 
apoio a um intenso tráfego de navios) e portanto, cronicamente exposto a 
hidrocarbonetos derivados do petróleo, incluindo PAH e metais (Leal et al. 1997; 
Salgado e Serra, 2001; Serra, 1998). Nos três locais as duas espécies são simpátricas 
e abundantes. 
  
Fig. 1:Localização geográfica dos pontos de amostragem e registo fotográfico dos mesmos 
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Espécies seleccionadas  
As espécies seleccionadas foram identificadas e localizadas em campo 
tendo em conta as seguintes características: 
Actinia equina (Linnaeus, 1767) 
A Actinia equina é uma anémona comum sendo facilmente encontrada em 
substratos duros, rochosos ou artificiais, tanto em zonas abrigadas como expostas 
à acção das ondas, entre os limites de maré, podendo no entanto ser encontrada 
em profundidades de até 20m. Do ponto de vista anatómico é facilmente 
identificada, caso não se considerem as possíveis espécies crípticas. Possui uma 
base que pode atingir 5cm de largura e é firmemente aderente ao substrato. A sua 
coluna é mais larga do que alta e no topo apresenta tentáculos de número variável 
sendo no máximo 192 (ou 200, dependendo das fontes) nos adultos. Os tentáculos 
dispõem-se em 6 círculos, correspondentes aos 6 ciclos dos mesentérios. Os 
tentáculos contraem-se com grande facilidade quando a anémona se sente 
ameaçada, ou está fora de água. Nestas ocasiões, ficam totalmente ocultos e a 
anémona assemelha-se a uma esfera gelatinosa, com alguma consistência.  
A coluna e os tentáculos apresentam normalmente a mesma cor, regra 
geral com a coloração um pouco mais clara nos tentáculos, sendo que as cores 
possíveis são o vermelho ou carmim, o castanho, o verde ou o laranja, em vários 
tons possíveis. Apesar de não haver um padrão definido, podem apresentar, na 
coluna, manchas aleatórias de tonalidade verde. O disco basal apresenta 
normalmente uma cor diferente do resto do animal, sendo normalmente cinzento, 
mas também se encontram indivíduos com a base cinza esverdeada, laranja ou 
rosa. Uma das características mais marcantes em termos de cor, nesta espécie, é a 
ocorrência de um círculo de cor azul, raramente castanho, em toda a volta da 
margem aboral da coluna. Na parte oral da coluna, na área da fossa, a cor azul 
ocorre de novo nos acrorhagi. (CARLGREN, 1921, DE KLUIJVER et al., 2004, 
STEPHENSON, 1935, 1922). 
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Anemonia sulcata (Pennat 1777) 
Esta espécie é principalmente em poças de maré, de zonas abrigadas da 
costa e com forte acção de ondas. Aderidas a substratos rochosos, por vezes com a 
coluna enterrada na areia, e com a base aderente ao substrato rochoso. O diâmetro 
da base pode atingir os 7 cm e o diâmetro oral com os tentáculos totalmente 
estendidos pode atingir os 18cm. Caracteriza-se por apresentar uma coluna mais 
larga que alta, quase que achatada, normalmente oculta pelos grandes tentáculos 
de cor verde, ou cinzenta, com pontas por vezes roxas. A cor verde dos tentáculos 
deve-se em parte ao estado de simbiose que mantém com zooxantelas. A coluna 
pode ser rosada ou acastanhada e os acrorhagi encontrados na margem oral da 
mesma, no parapeito, apresentam a mesma coloração da coluna, sendo pouco 
visíveis, se não estiverem expandidos. Os tentáculos movimentam-se activamente, 
procurando alimentos, mas não o suficiente para contrariar correntes. A 
distribuição dos tentáculos é irregular, não correspondendo aos ciclos dos 
mesentérios e sendo capazes de se regenerar regularmente, assim como aumentar 
o seu número. A contracção dos tentáculos, mesmo que se encontre emersa, é 
rara. (CARLGREN, 1921, DE KLUIJVER et al., 2004, STEPHENSON, 1922). 
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Metodologia de amostragem de campo 
Exemplares de ambas as espécies foram colhidas à mão e com a ajuda de 
conchas de moluscos (ZELNIO et al., 2009), durante a maré baixa, na zona 
intertidal nos locais acima mencionados, tendo o cuidado de colher apenas 
adultos (indivíduos com diâmetro do disco basal superior a 1,5 cm) e por os 
indivíduos de maiores dimensões desempenham um papel reprodutor 
importante para recuperação da população, foram deixados no campo. Quando, 
numa mesma área se encontraram anémonas com fenótipos iguais, foi colhido 
apenas um indivíduo, de forma a evitar a colheita de um só clone (SCOTT et al., 
2009). Os indivíduos foram colhidos principalmente de poças de maré, por serem 
mais facilmente amostrados os animais que se encontram imersos, sem que os 
seus disco basais sejam danificados. 
No total das 3 campanhas colheram-se 70 anémonas, sendo 40 indivíduos 
pertencentes a várias variedades de Actinia equina e 30 individuos de Anemonia 
sulcata. O transporte das amostras para o laboratório foi feito com os individuos 
imersos em água oxigenada por uma bomba de ar portátil ou pelo difusor de uma 
garrafa de ar comprimido.  
Em Vila Praia-de-Âncora, foram amostrados um maior número de animais, 
de ambas as espécies. Estes foram mantidos em laboratório até à sua utilização em 
ensaios ecotóxicológicos. 
Procedimento laboratorial 
Manutenção 
No laboratório as anémonas foram colocadas num sistema de fluxo 
contínuo com água do mar sintética (Fig. 2) em que foram mantidas até à 
ocorrência de testes. Neste sistema passaram por duas fases distintas, um período 
de depuração, com uma duração de 1-2 semanas, e um período de aclimatação, 
com duração mínima de 30 dias. Durante a depuração, e para facilitar a expulsão 
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dos agentes patogénicos e outros resíduos, as anémonas não foram alimentadas. 
Após este período inicial, na aclimatação todos os indivíduos foram alimentados 
duas vezes por semana com alimento seco à base de Artemia salina (“Advanced 
fish diet”). Os parâmetros físico-químicos foram registados 5 vezes por semana 
durante a aclimatação sendo que a média do pH foi de 7,56, a salinidade manteve-
se nos 28,4 ppt, a temperatura nos 19,7ºC e o oxigénio dissolvido no 77,1% ou 7,02 
mg/L em média. 
 
Fig. 2: Diagrama esquemático do funcionamento do sistema de fluxo contínuo utilizado. A – Reservatório 
de fornecimento de água do mar sintética. B- Compartimento de renovação da água com filtro biológico e 
físico; C - Bomba de água; D – Aquários. 
Para a manutenção do sistema efectuou-se uma limpeza diária do filtro 
físico, e uma limpeza mecânica, a cada 15 dias dos aquários. Utilizou-se para o 
efeito apenas água destilada. Esta limpeza era feita gradualmente, sendo que 
nunca se lavou no mesmo dia todos os aquários, para manter o biofilme 
indispensável à manutenção dos organismos. 
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Procedimento dos ensaios ecotoxicológicos preliminares 
Com o intuito de testar a utilização de A. equina e A. sulcata em ensaios 
ecotóxicológicos, foram efectuados testes de curta duração (96h) com 1,7-β-
estradiol e sulfato de zinco, individualmente, com concentrações de efeito 
desconhecido, em anémonas. Em cada ensaio foram colhidas amostras de água, 
para análise química, e amostras de tecidos para análise histológica e de 
biomarcadores, no início (N0) e no final do teste (N1). A cada 24 horas foram 
feitos registos dos parâmetros físico-químicos de temperatura, pH, salinidade e 
oxigénio dissolvido, assim como registos de letalidade. O teste iniciou-se com a 
colocação de cada indivíduo no seu frasco individual com arejamento e com a 
colheita das anémonas do N0 para os vários tipos de análises experimentados. 
Para a análise histopatológica, os organismos foram colhidos no inicio (N0) e no 
final (N1) dos ensaios e para as várias gamas de concentração testadas, retirando-
se o organismo do frasco onde se encontrava e colocando-o numa caixa de petri, 
refrigerada através de gelo. Seguidamente, cada anémona foi seccionada 
longitudinalmente, sendo que amostras de metade do animal foram colocadas em 
copos individuais, com 50ml de água do mar sintética, devidamente identificados. 
Nestes copos aguardou-se a expansão dos tentáculos. Quando este ponto se 
atingiu preparou-se a solução fixadora de 10% de formalina em água do mar, pela 
adição de 5mL de formaldeído, em solução aquosa a 37%. 
O desenho experimental é apresentado na Fig. 3 e na Tabela 1. 
 
Fig. 3: Desenho experimental dos ensaios ecotoxicológicos com 1,7-β-estradiol e sulfato de zinco (a) 
 
Controle 
10 μ/L (a) 
Controle do 
solvente 
50 μ/L (a) 
10 μ/L 
 
100 μ/L 
 
200 μ/L 
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Tabela 1: Número de réplicas e volume utilizado em cada teste (o número de A. sulcata utilizado deve-se a 
letalidade ocorrida durante o transporte e depuração) 
Teste 
A. sulcata 
estradiol 
A. equina 
estradiol 
A. equina 
zinco 
Número de réplicas por concentração / controle 5 7 7 
Volume de água em cada frasco (ml) 250 750 750 
Número total de animais utilizados 30 37 37 
 
Anestesia 
Após a colheita, os animais foram pesados e colocados em copos 
graduados individuais onde foram anestesiados seguindo protocolo sugerido por 
Mahoney (1973) utilizando uma solução a 7% de cloreto de magnésio em água do 
mar sintética, durante tempo necessário a se deixar de observar uma reacção ao 
toque por parte dos animais. Quando este ponto de anestesia foi atingido, seguiu-
se a adição da solução fixadora ao copo onde o animal se encontrava. Apesar dos 
cuidados acima descritos com a anestesia, alguns dos indivíduos A. equina 
contraíram-se ao entrar em contacto com o fixador.  
Técnicas histológicas e histoquímicas 
Técnica standard 
As anémonas foram fixadas, após anestesia, usando formalina em água do 
mar, onde foram mantidas durante pelo menos uma semana após a qual foram 
transferidas para álcool a 70% até que o processamento histológico ocorresse. 
Nesta altura seccionou-se cada anémona longitudinalmente e em 3 secções 
transversais, secções estas que se colocaram em cassetes adaptadas a um 
processador automático. Os tempos de cada fase de processamento encontram-se 
em anexo. Depois de obtidos os blocos, foram cortados em secções de 2 μm que 
foram rehidratadas e coradas com Hematoxilina e eosina, para análise de rotina. 
Efectuaram-se ainda colorações com o método tricrómico de Masson e com azul 
de Alcian/PAS, para evidenciar as fibras e açúcares, respectivamente. Seguiu-se 
uma nova desidratação dos cortes e a montagem definitiva, usando o Entelan.  
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Calibração da técnica histológica 
Testou-se a aplicação de algumas colorações, tais como a coloração de 
Perls, para identificação de iões férricos, com um contraste de vermelho nuclear, a 
coloração com Azul de toluídina, como sugerido por Cervino e colaboradores 
(2009) para observação de zooxanthellae. 
Registos Fotográficos 
1. Campo 
Fotografou-se os locais de amostragem, assim como alguns exemplares de 
anémonas no seu meio natural. 
2. Registo macroscópico da morfologia 
Usando uma máquina fotográfica digital Nikon adaptada à lupa binocular 
Olympus SZH10 Research foram registadas as características morfológicas de 
ambas as espécies. Em anémonas vivas e fixadas obteve-se o registo da 
morfologia externa e nas anémonas fixadas e dissecadas, registou-se o aspecto da 
sua morfologia interna. 
3. Registo da anatomia microscópica 
Usando uma máquina fotográfica digital Olympus Camedia C-5060 wide 
zoom adaptada ao microscópio Olympus BX41, em campo claro, efectuaram-se 
registos de zonas de particular interesse das lâminas obtidas pela técnica 
histológica. 
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Resultados de colorações histológicas e histoquímicas 
Hematoxilina e eosina 
 
Fig. 4: Pormenor da anatomia da coluna e parte de um mesentério estendido. (A. equina) 
A coloração com hematoxilina e eosina (KIERNAN, 1990) permite uma 
fácil distinção entre as três camadas de tecidos presentes. Permite uma boa 
resolução da maioria dos tipos celulares presentes na epiderme. Esta resolução é 
inferior na gastroderme da coluna, devido à basofilia da maioria das células deste 
tecido. No caso da mesogleia, permite distinguir com facilidade os constituintes 
celulares das fibras. Os tipos de células secretoras são distinguíveis pela diferença 
do pH das secreções, as secreções mucosas são levemente basófilas e as secreções 
granulares são eosinofílicas. Esta distinção não é suficiente para inferir sobre a 
composição da secreção. 
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Tricromio de Masson 
 
Fig. 5: Pormenor da mesogleia de Actinia equina corada com o método tricrómico de Masson, evidenciando 
a coloração azul das fibras de colagénio 
As colorações tricrómicas são utilizadas normalmente em Cnidários, pela 
boa diferenciação entre distintos aspectos da sua morfologia. O tricrómio de 
Masson foi usado por Zelnio e colaboradores (2009) como coloração de rotina. 
Esta coloração permite a fácil identificação de alguns dos tipos principais de stress 
celular, permitindo distinguir necrose e fibrose devido ao grande contraste obtido 
pela cor azul das fibras. A marcação citoplasmática é evidente, as fibras 
musculares a vermelho, as fibras colagénicas a azul e os núcleos a castanho-escuro 
ou roxo, dependendo do tipo de hematoxilina utilizada (GABE, 1968). 
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Ácido Periódico – Reagente de Shiff (PAS) 
 
Fig. 6: Parte fértil de um mesentério de Anemonia sulcata corado pela técnica de PAS. 
A técnica de coloração de PAS é utilizada para a identificação de hidratos 
de carbono, incluindo mucopolissacarídeos (KIERNAN, 1990) e o glicogénio 
citoplasmático {Tay, 2003 #120}. No caso das anémonas permite identificar um 
dos tipos de glândulas mucosas presentes. Outras aplicações desta técnica têm a 
ver com Este método é utilizados em ecotoxicologia por e simultaneamente, 
permite inferir sobre o conteúdo e saúde das gónadas, visto os grânulos 
vitelogénicos serem PAS positivos (SCHÄFER et al., 2009, TAY et al., 2003). 
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PAS com azul de alcian 
 
Fig. 7: Epiderme da coluna de Actinia equina evidenciando as células mucosas coradas com azul de alcian. 
O Azul de Alcian em conjunto com o PAS refina a detecção dos 
mucopolissacarídeos, passando a ser possível distinguir entre 
mucopolissacarídeos ácidos (Azul de Alcian positivos)  e neutros (PAS positivos). 
Este aspecto é muito útil para a avaliação do stress em antozoários, já que uma 
das primeiras respostas documentadas é o aumento de produção de muco, assim 
como uma alteração nas suas características químicas, detectáveis pela mudança 
de pH (PETERS et al., 1985). 
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Perls 
 
Fig. 8: Pormenor de um filamento mesenterial corado pela técnica de perls, com contraste de vermelho 
nuclear, evidenciando a baixa concentração em iões férricos destas anémonas 
A técnica de Perls tem como objectivo a identificação de iões férricos 
insolúveis. Normalmente, as áreas ricas em iões férricos são coradas de 
verde/azul. A utilidade desta técnica aplicada a ecotoxicologia é grande quando o 
stressor escolhido é um metal antagonista do Ferro, tal como o Zinco e o Cobre 
(CHANG et al., 1996). Isto é útil pois iões destes dois metais são altamente 
solúveis, ao contrário do ferro. Dado o seu baixo conteúdo em ferro, as anémonas 
não seriam um bom indicador para áreas contaminadas com Cobre e Zinco. No 
entanto a existência de bioacumulação de ferro seria detectada com alguma 
facilidade através desta técnica. 
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Azul de toluídina 
A coloração de azul de toluídina, ou cloreto de tolónio, é utilizada para 
testar a presença de linhina em células vegetais, e também pelo processo de 
metacromasia para identificar mastócitos, cartilagens e mucinas (MAHONEY, 
1973). 
Esta coloração permite distinguir os nematocistos na gastroderme, do tipo 
mastigoforos microbásicos, que são corados de púrpura escuro, e os espirocistos, 
que aparecem em azul muito claro. Em termos de secreções, torna-se possível 
distinguir vários tipos de glândulas secretoras da gastroderme, sendo visíveis 
células com secreções granulares azuis escuras, que são raras, sendo 
predominantes as células com secreções granulares esféricas azuis claras, tanto as 
glândulas caliciformes como colunares (Fig. 9 B). Estas secreções esféricas diferem 
das mais serosas em termos de coloração por serem mais translúcidas, um pouco 
esverdeadas ou azul água., ao passo que as primeiras são mais opacas e pastel. 
 Em termos de células mucosas, torna-se possível diferenciar células com 
secreções espumosas que reagem por metacromasia, e outras células, também 
com secreções espumosas que pouco reagem ao corante. As primeiras contêm 
mucinas, ou mucopolissacarídeos ácidos (RAMALINGAM et al., 1971, 1970).  
Fig. 9: Tecidos corados com Azul de Toluidina. A- Mesentério de Anemonia sulcata corado com azul 
toluídina, evidenciando as zooxanthellae na gastroderme e os amebócitos. B- Pormenor da epiderme de 
A. equina, mostrando reacção de metacromasia em células secretoras. C - Mesentérios de A. equina. Os 
detalhes estruturais tanto das gónadas como dos músculos são evidentes. 
 
A B C 
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Estas células com secreções que provocam uma metacromasia roxa 
aparecem com maior frequência na actinofaringe. Nesta área do corpo, a 
epiderme apresenta-se com células bem compactadas e com núcleos redondos, ao 
contrário da epiderme da coluna em que os núcleos são bem alongados. 
Nas gónadas femininas, evidencia-se nesta coloração a existência de alguns 
vacúolos não reactivos, sendo que o restante citoplasma se apresenta granuloso, 
de cor azul escura, e a vesícula germinal de um azul intermédio (Fig. 9 B). 
Nos mesentérios, nas zonas próximas à coluna, são encontrados grânulos 
verde escuros, de tamanho menor do que os das secreções, normalmente verdes 
claras.  
Na mesogleia, esta coloração evidencia os amebócitos. Nestas células é 
possível distinguir o citoplasma e o núcleo, mais escuro, da restante matriz 
acelular em que estão inseridas (Fig. 9 A). 
Esta coloração tem uma grande utilidade tanto em termos estruturais como 
em termos de histoquímica das anémonas. Em termos estruturais permite melhor 
distinguir os núcleos dos restantes organelos basófilos. Ao nível da histoquímica 
permite a distinção dos vários tipos de secreções encontrados nas células 
secretoras dos epitélios. 
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Quadro resumo da reactividade às diferentes colorações 
Estrutura Células HE PAS Ab/PAS T. Masson A. de toluídina Perls 
Epiderme 
Mucosas SC/azulado Púrpura azul/ SC sem coloração púrpura/ sem coloração S/C 
granulares rosa + rosa + Rosa roxo/rosa Azul claro/esverdeado verde -  
agranulares rosa + rosa- Rosa Roxo azul claro S/C 
epiteliomusculares Rosa rosa /não 
corado 
sem coloração Roxo Azul - S/C 
nervosas N/I N/I N/I N/I N/I S/C 
mionema Rosa rosa - azul/rosa -  roxo/sem coloração Azul - S/C 
Mesogleia 
espaço inter fibras rosa - não corado Rosa azul - sem coloração S/C 
fibras Rosa rosa - azul - azul + Azul S/C 
amebócitos Roxo Roxo Azul Rosa azul + S/C 
Gastroderme 
granulares rosa + Rosa rosa/rosa+ rosa/rosa+ azul claro/esverdeado S/C 
mucosas SC/azulado Púrpura azul/ SC SC púrpura/ SC S/C 
serosas rosa + Rosa Rosa Rosa azul claro S/C 
zooxantelas rosa com núcleo 
roxo 
vacúolo rosa  rosa+ Azul S/C 
Gónadas 
oócitos vitelogenicos rosa + Rosa Rosa roxo/rosa azul com vacuolos não 
reactivos 
S/C  
oócitos 
prévitelogenicos 
Roxo rosa arroxeado Rosa Roxo Azul S/C  
espermatídeos Roxo Roxo Azul Roxo  S/C  
flagelos Rosa - Azul   S/C  
células de suporte Roxo Rosa rosa/azul - Roxo Azul S/C  
Vários nematocitos Roxo N/I N/I Roxo púrpura escuro S/C  
espirocisto Rosa N/I N/I N/I azul claro S/C  
Tabela 2: Reactividade dos corantes nas células das anémonas estudadas. N/I – não identificado; S/C – Sem coloração; + muito reactivo; - pouco reactivo
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Capítulo 4 – Análise macroscópica e histológica de Actinia 
equina L. (Cnidaria: Anthozoa)
Capítulo 4  
Análise macroscópica e histológica de Actinia equina  L. 
(Cnidaria: Anthozoa) 
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Structural and histological analysis of Actinia equina L. (Cnidaria: 
Anthozoa) 
Abstract 
Actinia equina is a controversial species with a broad range of 
distribution that being a dipoblastic organism could be of usage in monitoring 
marine borne stressors. In the present study the normal histology of this 
species, from reference sites in the northern coast of Portugal is described, 
using standard histological techniques, and focusing on the body surfaces 
rather the tissues specializations. Also the potential of an histopathological 
approach to stressor using this species is discussed. 
 
Introduction 
Cnidaria are dipoblastic animals where the organization has stopped at 
the tissue level (FAUTIN et al., 1991) , most of the internal anatomy is only 
observed using histological techniques, making  the validation of new 
anthozoan being species dependent of histology so that morphologic features 
of taxonomical importance can be observed eg.(AMARAL et al., 2008, 
BENAYAHU et al., 2010, BO et al., 2009, CANTERO et al., 2009, DI CAMILLO 
et al., 2009, HAUSSERMANN et al., 2008, RODRIGUEZ et al., 2008a, 
RODRIGUEZ et al., 2008b, SIEBERT et al., 2009, ZELNIO et al., 2009). Besides 
the use in taxonomy, other studies have employed histology to cross 
morphologic information with molecular data (Won et al., 2001), to study the 
biology (REITZEL et al., 2009),sexual reproduction of anthozoans (SCOTT et 
al., 2009), and other characteristics as prey capture and digestion (VANPRAET, 
1978), although due to cells size, and novelty of some of the cnidarian cell 
products, many studies have gone beyond histology to an ultrastructure 
analysis (GOLDBERG, 2002a, 2002b, REFT et al., 2009, VANPRAET, 1978). 
The Anthozoa class is composed solely by marine bentic consumers, 
some with adaptations that enables them to inhabit even the most extreme 
habitats like hydrothermal vents (LOPEZ-GONZALEZ et al., 2005, ZELNIO et 
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al., 2009), the polar seas (RODRIGUEZ et al., 2009), and even whale falls(DALY 
et al., 2007) and are also important modulators of marine habitats, like happens 
in the coral reef communities. Anthozoans, such as corals and anemones, have 
also ecological importance as mutualists, with different classes of other animals 
such as anemone-fishes, hermit crabs and decapods. Due to all of the above 
mentioned ecological importance anthozoans should be, as also other 
invertebrates, of focus in impact evaluation and effects of stressors. Studies in 
anthozoans have been performed in order to test the  effects of stressors such as 
hypo-salinity (DOWNS et al., 2009), U.V. radiation (WESTHOLT et al., 1999), 
oil spills (SCARLETT et al., 2005) spoil discharges(PETERS et al., 1989b) and 
even fishing practices (CERVINO et al., 2003). One of the tools used in this kind 
of evaluation is histopathology (YEVICH et al., 1994), and for a better 
understanding to be achieved the normal histology of the chosen model species 
is of great use. 
In this study the species used is Actinia equina, which besides being the 
type species for the Actiniaria family, is the most conspicuous in tidal pool 
communities in European shores. A. equina  has a broad range of distribution 
from the North sea to the Mediterranean and Aegean seas (CHINTIROGLOU 
et al., 1997, CHOMSKY et al., 2009) and also south Africa (KRUGER et al., 
1998), thus being a potential indicator species of great usage both for micro and 
macro scale monitoring programs. . Studies have analyzed the histology of this 
species  focusing mostly on biological aspects of the species, such as 
reproduction (YANAGI et al., 1999) and digestion, or restricted to cnidae 
analysis (ALLCOCK et al., 1998, WATTS et al., 2000a). Being anthozoans 
dipoblastic, meaning that all cell have the potential of being in contact with 
surrounding water, knowledge on it’s the cell layers’ histology facilitates its 
usage as water quality indicator (INGERSOLL et al., 1999).  And this is the aim 
of this article, to approach histological features of the species for usage in 
ecotoxicology, and monitoring, rather then add to the taxonomic discussion 
around this species. 
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Methods 
1. Study site 
After study of impacted coastal areas on the Portuguese coast three 
areas on the Atlantic coast of Portugal were selected as reference sites, where 
the anemones were collected, in three different occasions from January to May 
of 2010. 
2. Sampling program 
Anemones were identified using the Handbook of the Marine Fauna of 
the North-West Europe (CORNELIUS et al., 1995). The examined Actinia equina 
specimens were collected, by hand and with the aid of mussel shells (ZELNIO 
et al., 2009) during low tide, avoiding to collect same colored individuals in the 
vicinity, to avoid recollection of clones (SCOTT et al., 2009).A total of 40 
specimens from the 3 campaigns were collected and transported to the lab 
facilities in buckets with oxygenated sea water 
3.  Laboratory proceedings 
 
a. Histological processing and analysis 
  On arrival to the lab facilities anemones were relaxed using a 7% MgCl 
solution on sea water, until no reaction to the touch was observed. At this time 
the individuals were weighted, prior to fixation in 10% sea water formalin, 
where they stayed for at least 1 week. After which were transferred to 70% 
ethanol, where were kept until the histological processing occurred. Prior to 
processing pedal and oral disk diameter were taken using a digital caliper and 
the individuals were dissected under an Olympus SZH10 Research stereo 
dissecting microscope. Longitudinal and transverse sections of the oral and 
aboral regions were obtained and photographed with a Nikon camera, in order 
to count the mesenteries and make records of anatomical features such as the 
tentacles, gónadas, achrorragi, pedal disk and coelenteron. These were then 
dehydrated by graded series of ethanol, followed by paraffin embedment.  
Serial sections 2μm and 10μm were made and stained with H&E, Masson’s 
 44 
 
trichrome and Periodic-Acid Schiff, with or without Alcian Blue. The slides 
were then mounted with Entelan, and observed in an Olympus BX41 bright 
field microscope with a digital camera (Olympus Camedia C-5060 wide zoom) 
attached. 
Results 
Anatomy 
 
Fig. 10 - Macroscopic aspect of the anemones. A - Yellow morph. capitullum with achoragi visible. B – 
Red green morph, semi-expanded. C – Preserved individual. Up-down: oral, lateral and bottom views. 
D – Longitudinal section. E – Cross section at the coelenterons region, with septal filaments and fertile 
mesenteries visible. Ac – Achrorragus; g – gonad area of the mesentery. M – Complete mesentery; m – incomplete 
mesentery; O – oral opening; Ph – actinopharinx; Pd – Pedal disk; Sf – Septal filaments; T - Tentacles 
 
These anemones were collected from intertidal regions of beach shores, 
and were found attached to rocky substrates, both on tidal pools and rocks 
subjected to wave action. Individuals are broad, having a smooth surface 
column broader than higher, colored in different hues of red, brown or green. 
The column is divided in scapus, parapet, fossa and capitulum. On the fossa 
conspicuous blue acrorhagi are found (Fig. 10 A). 
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Circular to elliptical adherent pedal disk (Fig. 10) that can be either pink, 
grayish or brownish with a blue or brown colored margin that losses color 
during preservation. Pedal disk diameters ranging from less than 1 mm, in 
recently released polyps, to around 50 mm on adults. On the collected 
specimens the average was 1,799±0,421 cm. Effort was made in order to collect 
only adults (pedal disk diameters on field bigger than 1,5 cm), also the larger 
individuals weren’t collected due to its reproductive importance. Column is 
wider at the pedal disk region than in the distal region, in the preserved and 
contracted/semi contracted individuals (Fig. 10 B, C). Nevertheless this ratio 
between the two is variable and dependent on the nutrition status (CHOMSKY 
et al., 2004). Tentacles are thicker at the base than on the tip (Fig. 10 A) with 
musculature of endodermic origin (Fig. 12). Marginal sphincter muscle is weak 
diffuse, endodermic (Fig. 11). 5 to 6 cycles of mesenteries are found in adults, 
being al fertile except for the first two (Fig. 14). Gonads located right between 
the muscle tract of the mesentery and the septal filament (Fig. 10 E, Fig. 14). 
This species is gonocoric, having separate sexes and a non-reproductive phase. 
Some anemones were brooding juveniles, but most were expelled during 
sampling and transportation. Nevertheless some persisted after fixation, 
enableling to identify the juveniles in a few histological preparations. 
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Fig. 11 - Diffuse gastrodermic marginal sphincter muscle 
(Sm) and acrorhagus (A) 
 
 
Fig. 12 - Transverse section of the tentacle 
 
 
Fig. 13 - Mature sperm packets 
 
Fig. 14 - Female gonads in three different mesentery cycles 
 
 
Fig. 15 – Siphonoglyph region of the Actinopharinx 
 
Fig. 16 - Basiliary muscles 
 
 
A 
Sm 
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Histology 
When looking at a histological slides of A. equina one notices three 
remarkably different layers (Fig. 12), the epidermis, the mesoglea and the 
gastrodermis. Normally the gastrodermis is the thinnest of the three, and 
consisted of mainly basophilic cells (Fig. 17 D). The mesoglea acellular content 
is highly eosinophilic, and the epidermis is composed of cells both basophilic 
and acidophilic, being the later in higher numbers. Also cells with content 
unreactive to H&E staining are present (Fig. 17 - mu). The epidermis is the 
thicker layer in most regions of the body, with exception to the muscle regions. 
Cell membranes, as usual for anthozoans (HYMAN, 1940), are obscure, and 
most epitheliums look as if they were sincidial. 
Epidermis:  the epidermis is a tubular pseudostatified ciliated 
epithelium composed of one sheet of ciliated tubular cells attached to a basal 
lamella, the mesoglea, with most of the nuclei near the basal region, and the 
citoplasmatic content on the upper part of the cell (Fig. 17, A-E). The cell types 
present are cnidocyte bearing cells, basophilic tubular gland cells, goblet gland 
cells (granular, agranular, and mucus gland cells), epithelium-muscular, 
supporting cells and also nervous cells, which are connected to the nerve 
plexus on the basal area of the epidermis, below with circular muscle is found 
arranged in myonemes, and encrusting in the mesoglea. 
 There are slight differences in between epidermis according to the place 
of the body where it’s placed. Epidermis on the column wall has the entire cell 
types above mentioned, except for spirocyst bearing cnidocytes. A gradient can 
be found in terms of the number of mucus cells, being in a great number on the 
scapus diminishing as we approach the fossa, where the supporting cells 
predominate. On the peristome (Fig. 17, E) the mucus gland cells are the more 
conspicuous type. Whereas in the tentacles (Fig. 17, A) the supporting and 
epithelium-muscular cells, alongside with the cnidocytes are the most 
abundant. Amongst the gland cells only mucocytes are present.   
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On the pedal disk (Fig. 17, C) the goblet gland cells are absent, and the 
gland cells of this regions are tubular, long and thin, with agranular 
eosinophilic secretions, granular secretions (both basophilic and eosinophilic), 
and rarer some cnidocytes also appear.  The pedal disk epidermis has 
characteristics similar to a transition epithelium. 
Gastrodermis: The gastrodermis covers all of inner part of the polyp 
body, being a columnar to cuboidal ciliated epithelium, characterized by cells 
with conspicuous phagocytic granules, granular cell glands, mucocytes, and 
also cnidocytes, apart from the supporting cells. Here the cell glands are mostly 
goblet shaped (Fig. 17, E, and F). 
In the gastrodermis there is some differentiation vertically along the 
mesentery depending if it’s in the coelenterons region or in the pharynx 
regions, saying that were extracellular digestion occurs there is a greater 
number of gland cells than that of the phagocytic regions. On the tip of the 
mesentery the septal filament is found (Fig. 17, H), and further differentiation 
of the gastrodermis occurs, where we can find the cnidoglandular tract in the 
central lobe of the trilobated filaments, and the cilliary tract on the lateral lobes. 
The first being characterized by having cnidocytes and gland cells 
intermediated by support cells. The cilliary tract is characterized by ciliated 
cells. In between the two there is the intermediary tract and the reticular tract is 
found near the junction with the mesentery, where cells with contents emptied 
by processing are found, suggesting being adipose cells. 
 49 
 
 
Fig. 17 A to G: Serial sections of A. equina. A- Tentacle; B – Actinopharynx; C – Pedal disk; D – Column; 
E – Peristome; F – Cross section of column gastrodermis; G – Detail of column mesoglea;  H – Infertile 
mesentery. Am – Ameobocyte; Ct – Cilliary tract; Dt – Cnidoglandular tract; GC – Agranular gland cell; 
GGC- Granular gland cell; M – Mucous cell; S – spirocyst; Sb – Spiroblast. 
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Mesoglea: The mesoglea is a typical anthozoan mesoglea, having 
collagenic fibers, embedded in a conjunctive matrix, with a low cellular density 
(Fig. 17, G). The cells present are granulocytes, in densities similar to a 
mesenchyme connective tissue. In the column mesoglea one can see differences 
in the organization of the fibers, being parallel to the circular epidermal 
muscles on the outer half, and ramifying encountering the myonemes in the 
inner gastrodermis. 
Muscle: The muscles are the smooth type, consisted in the fibrous end of 
epitheliomuscle cells that is arranged in layers in the epidermal regions, and in 
bundles in the gastrodermic region, where they are more developed. Although 
this is not easily observed, normally appearing as if the muscle fiber has no 
connection with the epithelium. Circular muscles are found on the column 
wall, and the longitudinal, the retractor, and parieto-basiliary muscles occur in 
the mesenteries, being the later two diffuse. As the marginal sphincter muscle 
also is (Fig. 11). 
Discussion  
The morphologic features of the anemone are in accordance to that 
found in individuals from others localities around the normal distribution. In 
this study the different color morphs were all treated as belonging to A. equina 
species as we don’t have molecular data to state how many species are found in 
the northern Portuguese coast, as it has already been done by other authors 
(SCHAMA et al., 2005, SOLECAVA et al., 1992)(CHOMSKY et al., 2009). At the 
same time, on the study sites,  a vast array of colors were found suggesting that 
maybe the different morphs interbreed or the color depend also in ambient 
factors, as suggest by (SHICK, 1991). Nevertheless the histology in the Actinia 
genus is quite similar (den Hartog & Ocaña, 2003), and except for some 
differences on nematocysts sizes from different color morphs, naming the 
green one (ALLCOCK et al., 1998, WATTS et al., 2000a), no other significant 
histological differences have been found in this species group. 
 51 
 
The observation of the preparations shows that the histology of A. equina 
is quite similar to A. nigropunctata, the endemic Actinia species from the 
Macaronesean islands, as was expected (den Hartog & Ocaña, 2003) once only 
the use o allozyme analysis, and other molecular techniques, is enabling the 
rise of some of the Actinia morphs and populations to species status 
(SCHAMA et al., 2005). This, and the broad distribution range of A. equina, 
makes it a good candidate to be used as a indicator species for marine stress on 
the temperate regions of the globe. The tissues in Actinia equina, as of all the 
anthozoans, show some degree of specialization, being thus possible to identify 
which part of the body plan a certain preparation belongs to.  While this is 
obvious when differencing epidermis from gastrodermis, is also true to the 
several regions of the epidermis. This could also be expected since there are 
differences in terms of nematocyst types according to the different body parts, 
which is an important taxonomical characteristic (WILLIAMS, 1998, 2000, 
1996), with correlation to the genotype (ALLCOCK et al., 1998). Being the 
nematocysts a cellular product, one could expect that differences could also be 
found in other cellular products such as gland secretions. This is particularly 
evident when comparing the pedal disk glands with other epidermal gland 
cells from different parts of the body. The types of glands found by  (FRANK et 
al., 1976) in Nematostella vectensis are also present in A. equina, but as suggested 
by Goldberg {Goldberg, 2002 #438}, it can be that at least one of the types, is the 
discharged state of the others. The cell names here use, were to facilitated the 
identification on the optical microscope, being that the granular gland cell is a 
synonym to the zymogenic gland cells of (FAUTIN et al., 1991). Still on the 
gland types, analyzing the column epidermis it is possible to identify an area of 
mucus secretion that diminishes as the parapet is approached, where the 
support type of epithelium muscular cells are more abundant.  
The mesoglea shows the standard characteristics for Actiniaria, more 
fibrous than in hydrozoan polyps, and having also some cells, in lesser number 
than the medusa stages of the other Cnidaria classes (HYMAN, 1940). The 
wavelike aspect of most fibers is most certainly due to the contraction that 
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occurs during fixation, as it is also mentioned by (CHAPMAN, 1953). The way 
the fibers are placed makes it act as an hydrostatic skeleton, in conjunction with 
the muscle and the coelenteron fluids.  
In the gastrodermis, the gland cells have different functions {Vanpraet, 
1978 #395}. They are still the mucous type, but there are some others that 
secrete enzymes. The cells are more cuboidal that columnar, enhancing the 
surface area, making the absorption of nutrients easier, as also the fagocitosis. 
But this can be due to some contraction occurring during fixation 
(MOUNEYRAC et al., 2001). Probably, being this tissue thinner enables the 
diffusion of nutrients to other parts of the body, and also the excretion of 
metabolic products. The septal filaments differentiation in 4 different tracts is 
in accordance with (VAN-PRA T, 1985).  
Internal brooding was found in some individuals, including males and 
non-sexual individuals, as reported in Japan (YANAGI et al., 1999). 
There are difficulties inherent to the cnidarian cells, that difficult the 
observation and analysis of the tissues, for example the lack of detail in terms 
of cell membranes makes hard to understand some cell limits and therefore 
conclude the number of cell layers present, as for any sincidial structures. Also 
the low size of the nucleus, as a result of the normal anthozoan karyotype and 
chromosome size (ABDENNOUR et al., 2000) and the amount of basophilic 
granules adds to the this issue. Also in optical microscopy, the nerve cells 
become difficult to distinguish (MUSCATINE et al., 1974), and thus weren’t 
described in the present work. 
The knowledge of the histology of several species of temperate 
anemones enables the approach to stressor analysis used in coral reefs (LOYA 
et al., 1980), and thus more studies are needed, especially to intertidal species, 
that are exposed to both marine and air stressors. More studies are needed in 
order to verify the differences in cell types between the sea anemones and 
coral, and also Hydra, the better studied cnidarian genus, and what taxonomic 
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meaning this differences have. Also the studies in Actinia equina species group, 
from the different localities can helps to better understand this species status. 
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No presente capítulo é descrita a anatomia macroscópica e microscópica de 
Anemonia sulcata. 
Descrevem-se ainda os resultados obtidos com colorações especiais que 
permitem melhor caracterização dos conteúdos e especializações celulares dos 
Cnidários antozoários 
Análise macroscópica e histológica de Anemonia sulcata Pennant 1777 
Anatomia Macroscópica 
 
  
Fig. 18: Anemonia sulcata A-C – Anémonas em Vila Praia de Âncora; A – Uma população no campo, com 
elementos de dois fenótipos diferentes. B - Anémona do fenótipo com coluna rosa. C – Anémonas semi-
contraída da variedade cinzenta. 
A  
  C  B 
 62 
 
  
  
  
  
Fig. 19: Anemonia sulcata A a H – Anémonas fixadas. A – Aspecto externo na região da coluna com disco 
basal, acrorhagi e tentáculos visíveis. B – Corte longitudinal, expondo a parte interna da anémona, 
B  
D  
E  F  
G  H  
Af 
C 
DP 
F 
M 
PS 
c  
A  
 63 
 
actinofaringe e celentero, assim como gónadas, C – Estroma, com sifonoglifo visível. D – Tentáculos, com 
sulcos longitudinais visíveis. E - Corte transversal abaixo da actinofaringe mostrando gónadas masculinas 
desenvolvidas. F – Mesentério fértil feminino. G – Disco basal, de notar a contracção dos tecidos que 
ocorreu aquando da fixação (setas). H – Corte longitudinal da coluna, por trás de parte da faringe, 
evidenciando a parte filamentosa dos mesentérios virada para o celentero. Ac – Acrorhagus; Af – 
Actinofaringe; C – Celentero; Co – coluna; Dp – Disco pedal; F – Fossa; Fs – Filamentos septais; Fm- 
Filamentos na ponta dos mesentérios; M – Mesentérios; PS – Peristoma; S – Estroma; Sg – Sifonoglifo; T – 
Tentáculo. 
Os exemplares de A. sulcata foram encontradas abaixo da linha da maré-
baixa, imersas, aderentes ao substrato rochoso, mesmo que este se apresentasse 
coberto por uma camada de sedimento. As anémonas estavam isoladas ou em 
comunidades, podendo até formar verdadeiros tapetes (Fig. 18, A). Encontrou-se 
3 fenótipos diferentes, um com coluna rosa e tentáculos verdes, e outros dois com 
coluna beije e tentáculos cinzentos ou da mesma cor da coluna. Nas vizinhanças 
destas anémonas era comum observarem-se vários tipos de algas verdes e 
castanhas, e variados outros invertebrados.  
Nos exemplares fixados com formalina, dissolvida em água do mar, a 
tonalidade natural desapareceu. Ocorreu ainda uma contracção dos tecidos, 
alterando alguns dos parâmetros biométricos. Assim, os tentáculos, que em 
exemplares vivos são muito maiores do que o disco oral, nos exemplares fixados 
apresentaram-se aproximadamente do mesmo tamanho. Esta contracção não é 
regular por todo o corpo destes animais, sendo maior na base da coluna do que 
no disco oral (Fig. 19 A).  
Pela observação dos exemplares fixados pode-se constatar o arranjo 
irregular dos tentáculos, assim como dos mesentérios (Fig. 19 E e H), comuns em 
espécies cuja reprodução ocorre assexuadamente por fissão. A coluna mostra-se 
mais achatada do que em vida, sendo que os acrorhagi se encontram no 
parapeito, a fossa é pouco pronunciada mas o capítulo é evidente. No estroma nos 
exemplares fixados é possível identificar os dois sifonoglifos e a epiderme da 
actinofaringe mostra-se revertida, permitindo ver alguns sulcos. Os tentáculos, 
são mais finos na ponta do que na base, e é possível observar vários sulcos, 
devido à contracção dos tecidos. No interior e abaixo do nível da actinofaringe 
pode-se observar que a cavidade do celentero se encontra preenchido pelos 
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filamentos mesenteriais, e que os mesentérios são relativamente pequenos. As 
gónadas tanto masculinas como femininas encontram-se entre a parte dos 
filamentos e a zona muscular dos mesentérios. Existe dimorfismo sexual ao nível 
das gónadas, as femininas são amareladas e granulosas e as masculinas são 
esbranquiçadas e com aspecto menos compacto. 
Na base é visível a contracção dos tecidos, evidenciando a natureza 
concêntrica da musculatura. 
Anatomia microscópica 
  
  
A  B  
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Fig. 20: Anatomia microscópica de Anemonia sulcata. A e B – Tentáculo com zooxantelas evidesntes (setas); 
C – Esfíncter marginal; D – Pormenor da mesogleia; E – Gónadas femininas, oócitos vitelogénicos com 
trofonema visível; F – Gónadas Masculinas, num estágio intermédio de maturação, G – Filamento 
mesenterial, H – Filamento mesenterial trilobado; I – Epiderme do disco basal; J – Musculo basilar. A- 
Tricrómio de Masson. B a J - Hematoxilina e Eosina 
Analisando a anatomia microscópica da Anemonia sulcata verifica-se a 
divisão em 3 camadas que caracteriza os Cnidários. São anémonas simbiontes e os 
dinoflagelados com quem esta relação é mantida localizam-se nas células da 
gastroderme (Fig. 20 A e B setas). Estes seres unicelulares são mais comuns na 
gastroderme dos tentáculos (Fig. 20 A e B), do que na gastroderme dos 
mesentérios (Fig. 20 G e H). São também detectados nos filamentos mesenteriais, 
E  F  
G  H  
II   JJ   
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sendo que esta sua localização é interessante devido ao papel que desempenham 
na nutrição e digestão. 
A mesogleia é bastante desenvolvida, e apresenta elementos celulares em 
número considerável (Fig. 20 – D, J), podendo ser classificada como tecido 
conjuntivo mesenquimal. 
A Epiderme tem características de um epitélio colunar simples. A sua 
composição em termos de células é variável, mostrando as especializações 
características dos cnidários em certas áreas do corpo. Os cnidócitos e espirocistos 
que se encontram maioritariamente nos tentáculos, e de forma concentrada nos 
acrorhagi (Fig. 20). Para além dos cnidócitos as células secretoras também não 
estão uniformemente distribuídas. A epiderme do disco basal é mais espessa que 
a de outra áreas do corpo. é desprovida de células secretoras granulares e 
apresenta características mistas entre um epitélio de transição e um epitélio 
colunar pseudoestratificado. (Fig. 20 – I). 
A anatomia microscópica de Anemonia sulcata mostra características bem 
semelhantes às descritas no capítulo anterior para Actinia equina. No entanto 
verificam-se algumas diferenças, para além das já documentadas a nível dos 
cnidae. Das diferenças histológicas há que salientar que os tecidos de uma forma 
geral em A. sulcata, são mais laxos, e a musculatura é menos desenvolvida (Fig. 20 
J). O músculo do esfíncter marginal tem uma tendência mais circunscrita do que 
difusa, e todos os outros músculos presentes são mais fracos. Os filamentos 
mesenteriais simples são mais abundantes e preenchem os espaços endo e 
exocelómicos. Na mesogleia verifica-se uma maior proporção amebócitos/fibras. 
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Resultados histológicos dos Ensaios ecotoxicológicos 
Realizaram-se ensaios preliminares para verificar a viabilidade de testes 
ecotoxicológicos com anémonas-do-mar, e a sua interpretação, usando endpoints 
histopatológicos. Das técnicas histológicas testadas anteriormente foram escolhias 
as que melhor se adequaram à análise pretendida para os ensaios 
ecotoxicológicos. Duas classes diferentes de químicos foram utilizadas. Um metal 
essencial o Zinco, na forma de sulfato de zinco, e uma hormona sexual, o 1,7-B-
estradiol.  
Teste com zinco em Actinia equina 
Resultados histológicos 
Apenas se verificou efeitos visíveis no nível celular na concentração mais 
elevada pelo que se omitiram as fotos dos resultados da exposição a 
concentrações inferiores a esta. 
  
  
Fig. 22: Aspecto histológico do controle. A – Tentáculos em tricrómio de Masson (TMas); B – Epiderme da 
coluna (H&E); C Epiderme da coluna com células mucosas evidenciadas coradas pela técnica de Azul de 
Alcin/ácido Periódico- Reagente de Shiff (APAS); D – Mesentérios (APAS) 
A 
B 
C 
D 
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Fig. 23: Zn 200 μg/L – Efeitos ao nível dos tentáculos na concentração mais elevada. A - Desagregação da 
membrana celular no topo da epiderme (H&E). B - Corte de transversal de um tentáculo (TMas). C - 
Epiderme de dois tentáculos mostrando alterações de coloração (TMass). D - 3 tentáculos com tecidos 
fragilizados (APAS) 
  
  
Fig. 24: Zn 200 μg/L – Efeitos ao nível da epiderme, na coluna e actinofaringe. A - Epiderme da coluna com 
alterações cromáticas, membrana celular danificada e núcleos condensados. (TMass) B - Células mucosas 
sem alterações detectáveis no pH. (APAS) C – Formação de cutícula e detritos extra celulares (H&E). D – 
Actinofaringe sem efeitos visíveis. (TMass)  
A B 
C D 
A B 
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Fig. 25: Zn 200 μg/L - Estrutura interna. A - Aspecto dos mesentérios, com oócito vitelogénico. B - Pormenor 
do músculo retractor e gastroderme. 
Neste teste, as concentrações utilizadas provocaram efeitos sub-letais. 
Apenas foram encontrados efeitos significativos a nível histológico na 
concentração superior (Fig. 23 e Fig. 24). Estes efeitos foram mais visíveis na 
epiderme, tanto da coluna como dos tentáculos, sendo de referir uma maior 
fragilização da epiderme, visível nos rasgos mais frequentes das preparações (Fig. 
23 A. B e D). Fragilidade esta que terá a ver com algum grau de disrupção das 
membranas celulares epidérmicas. Uma menor reactividade das células à 
coloração, nomeadamente a tricrómica (Fig. 24 A) foi registada. A nível nuclear, 
verifica-se que os núcleos, quer das células epitelio-musculares quer dos 
amebócitos, se mostram mais circulares (Fig. 23 e Fig. 24). Suspeitando-se que 
sejam estágios iniciais de uma picnose 
 As membranas são mais afectadas na área em contacto com o meio externo 
(Fig. 23 A e Fig. 24 A e C). Este facto torna-se evidente quando se comparam os 
resultados da epiderme externa com os da actinofaringe que permanece 
inafectada (Fig. 24 D). Não se detectaram efeitos significativos ao nível da 
gastroderme nem das células germinativas (Fig. 25). 
  
A B 
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Teste com 1,7-B-Estradiol em Actinia equina 
 
 
Fig. 26: Controlos (H&E). A - Mesentérios e gónada masculina. Gónada masculina normal. Mesentério 
fértil feminino. Oócito vitelogénico. 
 
Fig. 27: 10 μg/L. B-Estradiol E – Aspecto da estrutura interna de uma fêmea (TMass). F – Ovário com oócito 
vitelogénico apresentando irregularidades na membrana nuclear (TMass). G – Ovário (TMass). H – Ovários 
com oócito maduro (APAS). 
 
Fig. 28: 100 μg/L B-Estradiol E . I – Mesentérios, com ovários nos primeiros estágios de desenvolvimento 
(TMass).  J – Oócitos (TMass); K – Oócitos com migração do núcleo para a periferia da célula e grânulos 
PAS positivos. (APAS); L – Testículos com alterações anatómicas (H&E). L: Lise, T: Testículo. 
 
Fig. 29: 200 μg/L. B-Estradiol E M - Mesentérios inférteis. (TMass) N - Ovários da única fêmea desta 
concentração (TMass). O - Oócito com trofonema visível (TMass). P - Ovário com as células mucosas 
evidenciadas pelo A/PAS. 
Neste teste o maior efeito visível foi a nível das gónadas masculinas, que 
apresentaram algumas alterações morfológicas, os cistos espéticos normais são 
A B C D 
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circulares, ao passo que  os encontrado no macho deste teste apresentam formas 
irregulares, e menor número de espermatócitos (Fig. 28 L). Ao nível das gónadas 
femininas, detectaram-se algumas alterações relacionadas com a vesícula 
germinal, que passou a apresentar-se com maior frequência no pólo animal, junto 
ao trofonema ( Fig. 28 e Fig. 29). As gónadas maduras foram apenas observadas 
no N0 e na concentração mais baixa (Fig. 27 H). 
Não se detectaram efeitos ao nível das fibras, nem das células mucosas 
(Fig. 29), nem da integridade das membranas celulares (Fig. 27 E, Fig. 28 I, Fig. 29 
M). Apesar de se terem encontrado algumas irregularidades ao nível da 
membrana nuclear dos oócitos, que se apresentava com contornos irregulares 
(Fig. 27 F), ou mal definidos. Este efeito era mais visível nos oócitos nas primeiras 
fases da vitelogénese, no entanto, alguns oócitos do controlo também 
apresentavam estas características. Na concentração de 100 μg/L, verificou-se o 
desagregar e um oócitos, e também encontraram-se espaços nos ovários que 
poderão ser indicios de oócitos libertados (Fig. 28 K e L). 
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Teste com 1,7-B-Estradiol em Anemonia sulcata 
Resultados 
N0 
   
   
Fig. 30: Aspecto das gónadas femininas no N0. A – Gónadas com vesícula germinal e nucléolo visível. B – 
Oócito vitelogénico com grânulos e oócito no inicio da vitelogénese, com citoplasma basófilo e vesícula 
germinal ainda fortemente eosinofila. C – Aspecto de uma gónada feminina e gastroderme de um 
mesentério vizinho em tricromo de Masson. D – Ovários com gónadas em variados estágios de 
desenvolvimento. E – Oócitos vitelogénicos em PAS. F – Aspecto de algumas células mucosas e pormenor 
da membrana celular de um oócito vitelogénico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
A B C 
D E F 
 75 
 
Controlos  
  
Controlo água do mar 
  
Controlo do solvente (etanol) 
Fig. 31: Aspecto das gónadas femininas nos controlos. A e B- Aspecto de algumas gónadas do controlo de 
água do mar. C e D – Gónadas do controlo do solvente. C – oócito vitelogénico; D – Oócitos no início da 
vitelogénese. Barra: 0,05mm 
Em comparação com o N0 não há diferenças entre este momento e o 
controlo, no que diz respeito à intensidade da coloração. No controlo do solvente, 
alguns oócitos aparentam estar ligeiramente em degenerescência. Este efeito 
também ocorre ocasionalmente no controlo de água de mar, nos oócitos de 
menores dimensões. Como se pode ver na Fig. 30 D e E, os indivíduos utilizados 
neste teste possuíam células germinativas em vários estágios de desenvolvimento, 
apresentando no mesmo mesentério desde oócitos primários a migrar para a 
mesogleia até oócitos vitelogénicos bem desenvolvidos, com citoplasma eosinófilo 
e alguns grânulos vitelogénicos e lipídicos visíveis (Fig. 30-B, Fig. 31-A), no 
A B 
C D 
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entanto apenas no controlo do solvente foi encontrado 1 oócito com o citoplasma 
granular características de um oócito maduro.  
 
  
 
  
 
Fig. 32: 10 μ/L. A a D Ovários de A. sulcata. – Oócitos com membrana nuclear de limites indistintos (       ), e 
oócitos primários (       ), e corpo eosinófilo extracelular (     ) 
Nesta concentração verificou-se a existência de um número considerável de 
oócitos, cuja membrana da vesícula germinal apresentava limites indistintos do 
citoplasma (Fig. 32). De uma forma geral os aspectos histológicos permaneceram 
normais, não se tendo verificado outros sinais de stress celular ou histológico 
excepto a ocorrência de massas eosinófilas extra-celulares (Fig. 32 D). A 
morfologia das árias células secretoras manteve-se normal. 
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Fig. 33: 100 μg/L: A – Oócito com dissolução da membrana nuclear. B – Oócito vitelogénico com eosinofilia 
da vesícula germinal. C - Oócito vitelogénico com morfologia irregular. D- Oócito vitelogénico com aspecto 
irregular do citoplasma. E – Oócitos vitelogénico com núcleo periférico e nucléolo visível. Oócito na 
primeira fase da vitelogénese, com membrana celular de limites indistintos e irregulares. F e G – Oócito 
vitelogénico com membrana nuclear indistinta, e oócitos pré-vitelogénicos em migração para a mesogleia. 
Barra – 0,01 mm 
A B 
C D 
E F 
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Fig. 34: 200 μg/L: A – Pormenor de um mesentérios, sem efeitos ao nível das células mucosas, e aspecto de 
zonas de possível acumulação de lípidos. B – oócitos pré-vitelogénicos, alguns ainda não inseridos na 
mesogleia. C – Limites indistintos da membrana nuclear, e vários estágios de desenvolvimento de oócitos 
com oócitos de coloração atípica. D- Grande número de oócitos pré vitelogénicos e nas fases iniciais da 
vitelogénese. E – Oócitos vitelogénicos de grandes dimensões, F – Amebócitos com citoplasma eosinófilico.
 
Nesta concentração mantém-se a ocorrência de efeitos visíveis nas 
concentrações anteriores em termos de limites da membrana nuclear (Fig. 34). 
No entanto os efeitos não são visíveis em todos os oócitos do mesmo indivíduo 
A B 
C D 
E F 
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como se pode ver na Fig. 33. Existem áreas em que a morfologia dos oócitos 
permanece inalterada. Em certas zonas verifica-se uma concentração de oócitos 
primários e no inicio da vitelogénese (Fig. 34 D). Foram também detectados 
oócitos de pequenas dimensões com reactividade ao PAS atípica, e pouco 
basófilos (Fig. 34 – C). 
Zonas de acumulação lipídica mantêm o tamanho do controlo, com 
membranas celulares nem sempre bem preservadas. (Fig. 34 – A). Na 
mesogleia, os amebócitos apresentam uma maior eosinofilia do citoplasma 
(Fig. 34 – D), sugerindo necroses ou maior conteúdo proteico. Ocorrem 
também, áreas com corpos eosinófilos extracelulares ( Fig. 34 – A). 
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Discussão 
 
Morfologia e anatomia 
 
A estrutura e anatomia dos espécimes de ambas as espécies é de particular 
interesse quando se pretende analisar a sua potencialidade como espécies 
indicadoras. Nos exemplares analisados nas populações dos locais amostrados a 
anatomia está de acordo com o que é descrito nas obras clássicas de Carlgren 
(CARLGREN, 1921,) e Stephenson (STEPHENSON, 1935, 1921), assim como nos 
guias de identificação mais recentes (CORNELIUS et al., 1995, DE KLUIJVER et 
al., 2004). Não se encontraram diferenças evidentes na anatomia externa dos locais 
de referência para o local contaminado. Contudo, ao contrário de outros 
invertebrados, tais como os moluscos (CARSON et al., 1962, NEWMAN et al., 
2002), os biomarcadores anatómicos de resposta a stress químico não estão 
descritos para antozoários. 
Teste zinco 
 
No caso do teste com zinco, que é um metal essencial, verificou-se uma 
prevalência de efeitos na epiderme das anémonas, nomeadamente na da coluna. 
Sabendo que a epiderme é permeável (BENAZETTAMBUTTE et al., 1996a, 1996b, 
BLACKMORE et al., 2003, FURLA et al., 1998) a alguns compostos, o suficente 
que possa ocorrer difusão de algumas substancias simples em solução no meio 
externo, e que o zinco  em solução é um ião metálico essencial para a anémonas.  
(é co-factor em algumas das suas enzimas, nomeadamente a Superóxido 
dismutase) (RICHIER et al., 2005, RICHIER et al., 2003), pode-se desta forma 
supor que a regulação do zinco estará principalmente ao cargo das células 
epidérmicas. Quando a concentração do meio externo atinge valores nos quais a 
regulação não é possível, as células epidermicas reagem mostrando sinais de 
stress celular como a picnose e a disrupção de membranas. A disrupção das 
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membranas celulares é mais extensa do que as picnoses. Este facto indicia que a 
membrana celular seja a primeira estrutura celular a sofrer com a exposição ao 
zinco, o que está de acordo com o papel regulador das membranas. Ao contrário 
dos efeitos descritos por Gheorghiu (2009) em peixes, não houve alteração nem no 
número nem na actividade das células mucosas, apesar de esta resposta ser 
comum em antozoários, mesmo em respostas a stress ambiental (PIGGOT et al., 
2009). No entanto é possível que as alterações do muco sejam provocadas 
principalmente a partículas em suspensão, e não por metais dissolvidos. (PETERS 
et al., 1997, PETERS et al., 1985, PIGGOT et al., 2009). As alterações na intensidade 
de coloração verificadas neste teste estão de acordo com os resultados obtidos por 
Van Dyk et. al. (2007), onde se verificou um aumento do volume das células 
provocado pela entrada de água por osmose. 
Em termos de comportamento não se registou nenhuma resposta coerente 
em termos de área exposta ao contaminante, havendo anémonas com os 
tentáculos totalmente expandidos em todas a concentrações. 
Poucos outros estudos com invertebrados se utilizaram marcadores 
histopatológicos (PAN et al., 2008), no entanto sabe-se que o comportamento dos 
invertebrados em geral no que diz respeito a metais essenciais é altamente 
variável (PHILLIPS et al., 1988, RAINBOW et al., 1993). 
As concentrações de zinco utilizadas neste teste foram sub-letais sendo que 
para a Hydra sp. o LC50 – 96h é de 2300 μg/L ou de 935 μg/L, dependendo da 
espécie utilizada (HOLDWAY et al., 2001). O tempo de exposição foi 
extremamente curto, tendo em conta o ciclo gametogénico, que é de 
aproximadamente 1 ano para as anémonas (CARTER et al., 1981, CHIA et al., 
1970, MERCIER et al., 2009, ROSTRON et al., 1978, SCHAFER, 1984, SCOTT et al., 
2009), assim como a longevidade, que ronda os 50 anos (SHICK, 1991). Apesar da 
curta exposição, a utilização da histologia como forma de análise foi 
suficientemente sensível para encontrar indícios de stress celular a concentrações 
ambientais. Ocorreram efeitos observáveis em concentrações inferiores às quais 
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há registos de ocorrer bioacumulação de zinco (HARLAND et al., 1990). Por este 
facto, o presente estudo é importante ao mostrar que a histopatologia, para este 
metal, é mais sensível que a análise da bioacumulação. Seria desta forma 
interessante verificar o estado dos seus componentes celulares em concentrações 
de zinco mais elevadas, podendo inclusive esta abordagem fornecer pistas para os 
mecanismos de bioacumulação de metais em anémonas.  
Para se verificar a regulação osmótica para este metal, poder-se-ia colher 
líquido do celentero e comparar a concentração com o meio externo, e isto para 
uma maior gama de concentrações e também de tempos de exposição, pois é 
possível que os resultados sejam bastante diferentes no caso de exposições 
crónicas, com maior significado ambiental. Simultaneamente, só uma contagem 
das células mucosas, assim como a biometria das mesmas poderias mostrar 
efeitos mais subtis. 
Verificou-se uma ausência de efeitos detectáveis na superfície interna do 
corpo. Este facto poderá ser explicado de diversas formas. considerando-se o facto 
de não ter ocorrido alimentação durante o período do teste, e consequentemente a 
não abertura do estoma, poder-se á colocar a hipótese de ocorrerem mecanismos 
de regulação da concentração do líquido do êntero, por parte das célula ciliadas 
da actinofaringe.  Por outro lado tendo em conta que a digestão extracelular 
ocorre em íntimo contacto com as células da gastroderme, estas estarão 
naturalmente adaptadas a suportar concentrações mais elevadas de nutrientes 
essenciais, possuindo assim mecanismos de defesa e também de desintoxicação 
mais eficientes do que os das células da epiderme. Está referenciado que as 
enzimas digestivas das anémonas não parecem ser suficientemente fortes para 
solubilizar o zinco (MAYER et al., 2001).Tendo em conta que este metal é mais 
tóxico na forma de ião, pode-se explicar em parte a diferença de efeitos da 
gastroderme para epiderme. É necessária uma exposição a concentrações mais 
elevadas para se verificar as diferenças entre a resposta da epiderme da 
gastroderme. Conseguindo-se verificar esta diferença, a presença de efeitos na 
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gastroderme poder-se-ia considerar um marcador para níveis mais elevados de 
stress. 
Teste com 1,7β-estradiol  
Os efeitos obtidos nas duas espécies são localizados, afectando apenas as 
células germinativas, tanto nos indivíduos masculinos como nos femininos. Em 
Danio rerio já se terem descrito efeitos em células somáticas, nomeadamente nos 
hepatócitos dos machos, nos peroxissomas (RAINBOW, 1985), e também das 
células do glomérolos. Como nos cnidários estas estruturas especializadas não 
existem, é natural que não tenham sido detectadas, nem se possam comparar 
estes efeitos.  
Os efeitos ao nível de gónadas masculinas estão de acordo com outros 
estudos (KINNBERG et al., 2003, KINNBERG et al., 2000, SHAPPELL et al., 2010), 
sendo que a morfologia observada é consistente com a hipótese ocorrer um atraso 
na espermatogénese (VAN DER VEN et al., 2003). A resolução obtida pela 
microscopia de campo claro não no permite discernir a existencia de alterações na 
meiose. A existência de corpos eosinófilo extracelulares, assim como a eosinofília 
do citoplasma dos amebócitos, poderão estar relacionados com uma produção 
proteica, que deverá ser analisada com maior detalhe com outro tipos de técnicas 
histoquímicas e imunohistoquímicas.  
Quanto aos efeitos ao nível das gónadas femininas, apesar de não se terem 
verificado alterações nos grânulos vitelogénicos (TAY et al., 2003), nomeadamente 
no estudo com A. equina, verifica-se alterações na sua maturação. A migração da 
vesícula germinal e a dissolução da membrana nuclear, observável em ambos os 
testes, são indicadoras de um estágio mais avançado de maturação (CARTER et 
al., 1979, CHEN et al., 2008, ECKELBARGER et al., 2008, FAUTIN, 2002). Estes 
dois efeitos, em conjunto com inexistência de oócitos maduros nas concentrações 
mais elevadas no ensaio com A. equina levam a confirmar a actividade estrogénica 
que o E2 tem na reprodução dos antozoários (ATKINSON et al., 1992).  
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As diferenças subtis encontradas entre as várias concentrações poderão ser 
explicadas pela existência nos cnidários de enzimas capazes de as metabolizar 
(BLOMQUIST et al., 2006, TARRANT et al., 2003). No caso do presente estudo, 
apenas pela quantificação quer dos efeitos a nível histológico, quer dos níveis da 
hormona nos tecidos, seria possível confirmar se existem ou não diferenças 
significativas entre as várias concentrações, e confirmar, ou não, a existência de 
metabolização. Para haver confirmação dessa mesma metabolização, seriam 
necessárias análises de bioacumulação. 
Noutras classes de cnidários ainda não se avaliou efeitos do E2 a nível 
histológico. Contudo o seu correspondente sintético provoca efeitos ao nível da 
regeneração dos tecidos em Hydra sp. (PASCOE et al., 2002). Em estudos com 
outros invertebrados, mostrou-se que os hemócitos de Mitylus galloprovincialis 
reagem mesmo a uma exposição rápida a este composto do E2 (CANESI et al., 
2004) 
As anémonas testadas mostraram-se mais interessantes do que a Daphnia 
sp. na avaliação de hormonas sexuais de vertebrados. A distância filogenética 
entre este crustáceo e os vertebrados provoca uma reacção das dafnias à exposição 
a este composto sem a reacção típica. Esta reacção, para compostos com 
actividade estrogénica é sentida ao nível reprodutivo (KASHIAN et al., 2004). O 
que ocorreu nas anémonas do presente estudo, vêm confirmar o que existe uma 
resposta das gónadas à hormona sexual utilizada. Pouco se sabe quanto a 
existência de um sistema endócrino nos cnidários (TARRANT, 2005) estudos, 
como o que aqui se apresenta, são importantes para melhor compreender a 
fisiologia desta classe, demonstrando também o grau de conservação de certos 
processos fisiológicos. Este facto deveria servir de alerta para os impactos 
causados nos ecossistemas de substâncias com acção estrogénica, devido à sua 
acção em vários filos animais. 
A abordagem histopatológica, no caso dos disruptores endócrinos, é de 
grande importância pois permite avaliar os efeitos ao nível de reprodução. Esta 
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avaliação mostra um grau de refinamento que permite extrapolar certas 
conclusões, retiradas ao nível dos indivíduos, para a população inteira (VAN DER 
VEN et al., 2003). Permite, desta forma, uma redução do número de animais 
necessários para que se possam atingir conclusões válidas, sendo que esta uma 
preocupação actual (SALGADO et al.). O presente estudo é importante também 
por mostrar que a abordagem histopatológica é também válida para o estudo dos 
efeitos de esteroides sexuais em alguns invertebrados, complementando o 
conhecimento obtido para alguns grupos de animais superiores. 
 
Ensaios preliminares 
 
Os ensaios ecotoxicológicos realizados no âmbito do presente trabalho são 
de carácter preliminar. Servindo, por esta razão, para testar também a aplicação 
das técnicas histopatológicas, a utilização das espécies seleccionadas, assim como 
da metodologia utilizada. Considerando este facto, os objectivos pretendidos 
foram atingidos, tanto no aspecto dos efeitos observados como quanto às 
mudanças necessárias para se obterem resultados mais consistentes, e, desta 
forma, optimizar a utilização de A. equina e A. sulcata como modelos. 
 No caso de hormonas sexuais, sendo importante a utilização de indivíduos 
do mesmo sexo, machos ou fêmeas, dependendo de terem efeitos estrogénicos ou 
androgénicos respectivamente, a técnica de biopsia utilizada por (CARTER et al., 
1989) seria de grande utilidade. Esta técnica poderia ser efectuada logo após a 
colheita, para se minimizar a quantidade de vezes a que os organismos estão 
sujeitos a stress. Em alternativa poderá ser utilizada para se verificar o estado da 
população laboratorial, nomeadamente antes dos testes, sem ser necessário o 
sacrifício de indivíduos. Por outro lado completaria informação relativa a esta 
espécie a à sua forma de comportamento no laboratório, permitindo que a 
histopatologia possa ser aplicada com maior sucesso e precisão, e verificar até que 
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ponto se podem extrapolar os efeitos obtidos em laboratório para o seu uso em 
monitorização ambiental. Isto ajudaria colmatar uma das dificuldades/criticas 
relativas à aplicação da histopatologia que é a necessidade de um grande volume 
de ciência dita normal para que a sua aplicação seja válida (NEWMAN, 1998) e 
para que os efeitos possam ser distinguidos de aspectos naturais. No entanto, e 
tendo em mente que as lâminas das preparações obtidas, por serem definitivas 
permitem a sua análise durante um grande período de tempo, podendo-se desta 
forma reunir em lâminas uma grande quantidade de informação relativa à 
biologia dos organismos estudados, desde que uma boa base de dados seja 
reunida em simultâneo. Isto é um argumento a favor da sua utilização, para além 
de que em organismos do tamanho das anémonas, e visto que técnicas 
moleculares, enzimáticas e de análise química necessitam de um volume de 
amostra muito pequeno, é possível efectuar estudos histopatológicos com a 
restante parte do individuo, que de outra forma seria descartado, com a vantagem 
de se gerar uma grande quantidade de dados que podem ser facilmente cruzados. 
O número de técnicas possíveis em histologia é elevado. Com uma boa escolha de 
técnicas é possível detectar as enzimas nas próprias células e tecido, assim como 
quantificar e identificar em que tecido ocorre a bioacumulação, por exemplo. 
Comparando as duas espécies, certas diferenças nas características 
anatómicas e histológicas poderão ser úteis na escolha de uma ou de outra para 
ensaios ou estudos de impacto e monitorização ambiental. Por exemplo a 
existência de polaridade nas gónadas femininas de A. equina, ao contrário de A. 
sulcata poderá mostrar maior utilidade na avaliação de efeitos de disruptores 
endócrinos, ou substancias com efeito estrogénico. Por outro lado, a A. sulcata, por 
apresentar uma relação simbiótica com as zooxantelas, é melhor quando se quer 
comparar o efeitos da contaminação em ecossistemas tropicais com ecossistemas 
temperados, já que o branqueamento está bem descrito para corais e anémonas 
tropicais (BOZKURT et al., 2009, BROWN, 2000, DOWNS et al., 2009) 
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Sob o ponto de vista de manutenção em laboratório, estas duas espécies 
apresentam resultados interessantes, uma vez que são de fácil manutenção. Neste 
estudo as anémonas foram mantidas num sistema de fluxo contínuo com água 
salgada artificial, e o número de indivíduos manteve-se constante durante a 
manutenção, excepto durante o período de depuração, em que ocorrem o maior 
número de mortes. Isto provavelmente deve-se ao stress provocado pela captura, 
e é considerado normal.  
Esta grande distribuição destas espécies, nomeadamente da Actinia equina, 
faz com que os resultados obtidos possam ser aplicados a uma escala geográfica 
maior. A sua ampla distribuição, abundância nos locais de referência, assim como 
a facilidade de manutenção em laboratório fazem com que estas duas espécies 
cumpram requisitos para que sejam utilizadas como organismos de testes. Para 
além disto cumprem também os pré requisitos das espécies bioindicadoras, sendo 
bênticas, apresentando resistência a baixos níveis de oxigénio (ELMHIRST et al., 
1920, STEPHENSON, 1928),  
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Conclusões 
As anémonas das espécies Actinia equina e a Anemonia sulcata apresentam 
uma boa uniformidade em termos de histologia nas populações naturais, 
permitindo estabelecer-se uma boa base de conhecimentos, para que a 
histopatologia possa ser aplicada ao estudo de efeitos de stressores nestas 
espécies. 
A utilização de A. equina e de A. sulcata como organismo modelo mostra-se 
pertinente, devido à sua grande abundância, por serem espécies nativas, 
cosmopolitas, bênticas com baixa mobilidade, exclusivamente marinhas (ao 
contrário de outros cnidários modelo). A sua manutenção em laboratório é fácil, 
possuem pequenas dimensões e são facilemente amostradas e responder de forma 
consistente a stress induzido em ensaios laboratoriais, cumprindo estes requisitos 
de espécies bioindicadoras. 
Estas anémonas apresentaram um bom comportamento nos ensaios 
ecotoxicológicos, devendo ser testadas mais classes de contaminantes assim como 
uma maior gama de concentrações e tempo de exposição. Isto elucidará o padrão 
dose-resposta destes organismos em relação a vários químicos e agentes 
causadores de stress, assim como a sua resistência comparativamente a outros 
modelos. 
A utilização de técnicas histopatológicas em ensaios ecotoxicológicos, 
nomeadamente com stressores naturais, permite aprofundar o conhecimento 
sobre biologia e fisiologia de animais pouco estudados, para além de fornecer 
conhecimento sob possíveis respostas ambientais a determinadas classes 
stressores, com utilização prática em termos de monitorização. 
Por outro lado a utilização de Cnidários, por estarem mais abaixo da escala 
evolutiva faz com que se possam extrapolar certos efeitos para um maior número 
de organismos. 
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Nos testes ecotoxicológicos não ocorreu letalidade. Isto demonstra a 
resistência das anémonas a exposições curtas aos stressores testados. Para que se 
possa calcular o LC50 para as anémonas uma gama mais ampla de concentrações 
deverá ser testado, isto caso se queira usar a letalidade como endpoint. A análise 
histopatológica das anémonas provenientes destes testes demonstrou no entanto 
que estas anémonas reagem bem a uma abordagem tanto morfológica como 
química de histopatologia. Devido a resistência demonstrada nos ensaios 
ecotoxicológicos, a análise histológica deve ser preferida, em relação à avaliação 
de letalidade, pois as gamas de concentrações necessárias a que ocorra letalidade 
não têm significado ambiental.  
Do presente estudo pode-se concluir também que as espécies de anémonas 
testadas têm reacções localizadas, e que são específicas para os dois compostos. 
Sendo afectadas nomeadamente as células germinativas, no caso do β-estradiol e 
os epitélios, da interface animal/meio externo, no caso no zinco. Isto é de 
particular interesse pois demonstra utilidade em termos de biomonitorização. 
Sendo contudo necessários mais estudos, a análise histológica destas espécies 
mostra-se promissora para inferir em qual a principal fonte de contaminação de 
um determinado local. 
A resposta de ambas as espécies à exposição ao β-estradiol foi semelhante. 
Desta forma ambas poderiam ser utilizadas com sucesso. Contudo apenas uma 
abordagem quantitativa permitiria detectar a existência de diferenças no que diz 
respeito a sensibilidade de cada espécie a determinado composto.  
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Perspectivas futuras 
Como já foi referido na conclusão, o presente trabalho permitiu a 
identificação das respostas histológicas de A. equina e de A. sulcata aos químicos 
estudados. Esta identificação dá-nos a conhecer os marcadores histopatológicos 
tanto para o estradiol como para o zinco. Estando esta etapa completa próximo 
passo será a quantificação dos efeitos. No caso do zinco a quantificação passa 
pela análise volumétrica das células e pela medição da intensidade cromática, e 
visto que os efeito mais relevantes estão possivelmente relacionados com  
alterações na pressão osmótica das células, devia ser  contabilizado a 
intensidade cromática, por meio de técnicas de análise de imagem. 
A utilização de técnicas histológicas diferentes, nomeadamente a 
autometalografia e a imunohistoquímica, iriam permitir a resolução dos locais 
de acumulação nos tecidos dos vários químicos. 
Dever-se-á efectuar um maior número de ensaios ecotoxicológicos 
utilizando uma maior gama de concentrações e tempo de exposição, assim 
como outros químicos. Outros desenhos experimentais devem ser testados, 
nomeadamente ensaios com fluxo contínuo, para se excluir os efeitos da 
acumulação de metabolitos. Para se poder padronizar a resposta das espécies 
de anémonas estudadas, seria relevante a utilização de tóxicos standard. Desta 
forma seria possível comparar a sensibilidade destas espécies com a de outras 
espécies modelo , amplamente utilizadas. 
Visto existirem outras espécies de Cnidários melhor estudadas seria 
pertinente efectuar ensaios paralelos com essas mesmas espécies, com especial 
atenção para a  Nematostella vectencis. A N. vectensis é uma espécie de anémona, 
da família Edwardsidae, cujo genoma já foi sequenciado. Por esta razão, 
estudos paralelos ajudariam a entender certos mecanismos em A. equina e A. 
sulcata. 
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